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Resumen y palabras clave

Titulo: Disefio y aplicabilidad de un circuito genético basado en el control antitético en la sintesis
de proteinas y metabolitos.

La biologia sintética toma conceptos de ingenieria para el disefio y la construccién de circuitos
genéticos con un comportamiento deseado, modificando y combinando diferentes elementos
genéticos que ya existen en la naturaleza. El control y la regulaciéon de los niveles de produccién
de proteinas expresadas por estos circuitos genéticos juegan un papel esencial cuando se
intenta construir sistemas con comportamientos cada vez mds complejos, y con distintas
aplicaciones en areas como biotecnologia, biomedicina, farmacéutica, ciencias bioldgicas,
ingenieria genética, etc.

El objetivo de este trabajo es el disefio, analisis y construccién de un circuito genético llamado
controlador antitético para regular la produccién de una proteina de interés a nivel
transcripcional en Escherichia coli. El sistema de control se basa en la aniquilacién mutua de dos
proteinas: Sigma20 y Anti-sigma20. La proteina Sigma20 es un cofactor de la ARN polimerasa,
gue actua promoviendo la expresion de proteinas. La proteina Anti-Sigma20 es el factor de
Sigma20 y que al unirse a ella reduce la actividad de la ARN polimerasa, y por lo tanto la
produccidon de ARN mensajero de la proteina de interés. En este trabajo se disefia y analiza el
controlador antitético partiendo de las reacciones bioquimicas involucradas. Estas reacciones
fueron traducidas a un modelo matematico para la realizacion de simulaciones computacionales
gue nos pueden proporcionar guias de disefio para la seleccidon e implementacion de las partes
biolégicas del controlador en el laboratorio.

Una de las principales caracteristicas del controlador antitético es su mecanismo de
realimentacidn y control. Mecanismos de este tipo, existen de forma natural en las células vivas
permitiendo regular muchos comportamientos celulares. Esta cualidad puede ser aprovechada
en aplicaciones de la industria biotecnolégica que incluyan la produccidn robusta y con rechazo
a perturbaciones del medio extracelular de proteinas heterdlogas, enzimas, o metabolitos.
Destacamos una aplicacidon principal relacionada con la via de sintesis del metabolito
naringenina, optimizando el controlador antitético para obtener maxima produccién de
naringenina, y minimizar el impacto de las variaciones del medio intra y extra celular en su
funcionamiento.

Palabras clave: Biologia sintética, control antitético, sintesis de proteinas, sintesis de
metabolitos, modelado, factores extracitoplasmaticos Sigma.
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Title: Design and applicability of a genetic circuit based on the antithetic control for the synthesis
of proteins and metabolites.

Abstract

Synthetic biology takes engineering concepts to design and build gene circuits with a desired
behavior by modifying and combining different biological elements that already exist in nature.
Control and regulation of protein production levels expressed by these gene circuits play an
essential role, when one tries to build more complex systems. These new gene circuits have
different applications in areas such as biotechnology, biomedicine, pharmaceuticals, biological
sciences, genetic engineering, etc.

The aim of this work is to design, analyze and build a genetic circuit so-called antithetic controller
that regulates production of a protein of interest at the transcriptional level. In Escherichia coli,
this controller is based on the mutual annihilation of two proteins: Sigma20 and Anti-Sigma20.
The Sigma20 protein is a cofactor of RNA polymerase, which promotes protein expression. Anti-
Sigma20 protein binds to Sigma70 and reduces the RNA polymerase activity, as a consequence
transcription of the protein of interest is also decreased. Here, the antithetic controller was
designed and analyzed based on the biochemical reactions involved in its dynamic behavior.
These reactions were translated into a mathematical model to perform computational
simulations providing us several design guidelines for the selection and implementation of the
controller’s biological parts in the laboratory.

One of the main characteristics of the antithetic controller relies in its feedback mechanism. It
has been shown that different types of feedback already exist in living cells and regulate many
cellular behaviors. This quality can be exploited in several applications of the biotechnology
industry that include rejection of extracellular disturbances and robust production of
heterologous proteins, enzymes, or metabolites. We highlight one main application related to
the naringenine metabolite synthesis pathway: optimizing the antithetic controller to obtain
maximum production of naringenine and minimize the impact of the intra- and extra-cellular
environment variations on its functioning.

Keywords: Synthetic biology, antithetic control, protein production, metabolite synthesis,
modeling, extracytoplasmic sigma factors.
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1. Introduccion

1.1 Biologia sintética

La biologia sintética es un campo de investigacidn con un inicio relativamente reciente,
aproximadamente 20 ainos, y se sirve de varias disciplinas como biologia, genética, ingenieria o
matematicas. Se basa en el estudio y comprension de los sistemas biolégicos, que nos permitira
redisefiarlos, o incluso, construir otros nuevos desde cero, permitiendo establecer una funcién
relevante y provechosa (Royal Academy of Engineering, 2009).

Actualmente, la biologia sintética se encuentra en constante crecimiento ya que los nuevos
sistemas disefiados son potencialmente mas robustos y eficaces que los que existen en la
naturaleza (Purnick y Weiss, 2009), y el espectro de aplicaciones relevantes como la industria
biotecnoldgica, produccion de biocombustibles, productos quimicos de alta complejidad de
sintesis, computacién molecular y légica, bioinformdtica e ingenieria de proteinas, diagndstico
médico, comunidades microbianas artificiales, remediacion ambiental, entre otras, esta en
aumento (Hsiao et al., 2018).

1.1.1 Ciclo de trabajo

Un circuito genético sintético consiste en la integracion de todos los componentes de un sistema
bioldgico disefiado para realizar determinadas funciones, de forma que se comporte de manera
similar a la maquinaria natural (Lopez, 2006). Para crear un sistema bioldgico sintético cuyas
caracteristicas y funciones sean las deseadas, seguiremos el ciclo mostrado en la Figura 1.1 de
Disefio-Construccion-Test-Aprendizaje (Design-Build-Test-Learn en inglés o DBTL) de la biologia

sintética.

s e (Re)Diseiio
Enriguecimiento N o Modelado y
del sistema simulacion

Biologia
sintética
] ¢ \‘__, o]
Test ® ®’® Construccidn
Experimentos Ensamblaje
y mediciones de ADN

Figura 1.1 Metodologia ciclica de la biologia sintética. Los cuatro pasos fundamentales (disefio,
construccion, test y aprendizaje) permiten el desarrollo de sistemas de forma mds eficiente.
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Diseio

En primer lugar, es conveniente realizar el disefio del sistema sintético in silico. Este paso se basa
en la descripcion detallada del sistema que se requiere crear, en la elaboraciéon de un modelo
matematico del mismo y su simulacidn computacional. Se pretende emular el comportamiento
y las interacciones de todas las especies bioquimicas del sistema genético, siendo fiel a su
estructura bioldgica.

La adaptacién mas cercana a la funcidon deseada podemos conseguirla realizando multiples
simulaciones y optimizaciones de los pardmetros del modelo matemadtico disefiado,
modificando variables de entrada y de salida, y simulando diferentes condiciones y
perturbaciones del medio.

El principal beneficio del disefio in silico es la gran cantidad de informacién recabada que nos
permite realizar una construccion e implementacion seguras, y que se traduciran en el ahorro
de recursos y tiempo en los pasos subsecuentes.

Construccion

En segundo lugar, tenemos la construccion en el laboratorio del sistema disefiado. Gracias al
avance de las técnicas moleculares, es posible implementar un circuito genético seleccionando
sus partes bioldgicas basicas (promotor, RBS, y gen o genes deseados) en Escherichia coli (E.coli),
que es el microorganismo o chasis mejor caracterizado en el laboratorio.

Test

En tercer lugar, se lleva a cabo el test, que es la realizacidon de experimentos que corroboraran
el funcionamiento del sistema construido en las etapas anteriores.

Aprendizaje

La uUltima etapa se basa en el estudio y analisis de los resultados experimentales obtenidos del
circuito disefiado. Tras la evaluacidn de los datos, se pueden generar nuevas hipétesis y hasta
reconducir su utilidad. En un nuevo ciclo, podemos redisefiar el circuito genético con todo lo
aprendido, con la finalidad de mejorarlo y optimizarlo.

1.1.2 Circuitos genéticos

Los circuitos genéticos son sistemas sintéticos donde uno o mas genes interactuan entre ellos y
realizan la funcién especifica deseada. En cada organismo vivo hay formada una compleja red
genética que les permite adaptarse a cambios ambientales, sefiales quimicas, temperatura, pH
o luz (Brophy y Voigt, 2014). La biologia sintética aprovecha dichas redes para implementar una
nueva funcion programable en otro organismo (Xia et al., 2019), que generalmente regula la
transcripcion y traduccién de una proteina codificada por un gen especifico.

El disefo y sintesis de un circuito genético no es una tarea sencilla ya que es necesario el
cumplimiento de diferentes caracteristicas (Xia et al., 2019):

e Alto nivel de activacién, pero un bajo ruido tras la desactivacion.



e Ortogonalidad de todas sus partes, es decir, evitar la interacciéon de las especies
bioquimicas del sistema con otras para las que no fueron disefadas.

e Estabilidad en el chasis u hospedador del circuito disefiado para que no sea expulsado y
asegurar su rendimiento a largo plazo.

1.1.2.1 Partes basicas

Los circuitos genéticos estan integrados por unidades transcripcionales (UT) como observamos
en la Figura 1.2, y estas a su vez, por partes basicas o biopartes. Cada una de las biopartes
corresponde a una secuencia de ADN que se puede combinar con otras diferentes para formar
unidades transcripcionales segun la necesidad. A su vez, varias unidades transcripcionales se
pueden también combinar para formar circuitos mas complejos.

Célula E.coli

@ Proina P

D —
.( Degradacian ’ ’

Activador Represor
¢ Traduccion /‘

¥ oL Qo ARNm

Transcripci()n)

Promator
= Terminador

Figura 1.2 Un circuito genético y los eventos necesarios para la obtencion de una proteina determinada.
Esquema de un circuito genético con su unidad transcripcional y sus cuatro partes bdsicas. Ademds, se
representan los eventos sucesivos necesarios para obtener la proteina: la transcripcion modulada por
activador o represor, que es iniciada por la ARNp, la traduccion, que da lugar a la formacidn de la proteina
a partir del ARNm, y la posterior degradacion de la proteina. A la izquierda se representa la visualizacién
de la proteina finalmente generada (GFP).

Las cuatro partes basicas que forman las unidades transcripcionales son:

a) Promotor: secuencia de ADN que atrae y recluta a la ARN polimerasa (ARNp). Existen
dos tipos de promotores: constitutivos e inducibles. Los constitutivos transcriben el ADN
a una tasa constante y sin depender de factores externos, mientras que los inducibles
dependen de factores de transcripcion (FT) que modulan su tasa transcripcional. Estos
factores pueden ser tanto activadores como represores, aumentando o disminuyendo
la tasa de transcripcién respectivamente.

b) Sitio de unién ribosomal o RBS: secuencia del ARNm de la que depende el inicio de la
traduccidn.

c¢) Secuencia de codificacion o CDS: secuencia de ADN que se transcribe como una
molécula de ARNm, y se traduce como la proteina de interés.



d) Terminador transcripcional: Ultima secuencia del circuito, que indica el lugar donde se
debe interrumpir la transcripcion, disociando la ARNp del ARNm.

Estos cuatro elementos deben ser integrados en un vector (plasmido) antes de ser transformado
en un microorganismo como E. coli. El plasmido incluye tanto el origen de replicacidn, que nos
indicara el nimero de copias de ese plasmido, como la resistencia al antibidtico, necesaria para
la seleccidn de las bacterias que llevan el plasmido con el circuito disefado.

1.2 Controlador antitético

Un controlador antitético sintético es un circuito genético que utiliza motivos antitéticos para la
regulacién de la expresion de una proteina de interés (Pol) mediante realimentacién negativa
(ver Figura 1.3). La estructura genética de dicho controlador, propuesto recientemente en Briat
et al., (2016), permite la aniquilacion mutua de dos proteinas tras su secuestro molecular
(antitéticas), con la finalidad de obtener una regulacién eficiente de otra proteina.

Pol

Qaq

\_ J

membrana celular E.coli

Figura 1.3 Funcionamiento del controlador antitético mediante realimentacion. La Pol debe mantenerse
a una concentracion deseada, ya sea disminuyendo su sobreproduccion o incrementando su expresion
segun se requiera. La realimentacion se implementa a través de un factor de transcripcion y una molécula
externa de induccion. Dicho factor de transcripcion activard al promotor de Anti-c20 que seguidamente
secuestra a 020, reduciendo la actividad de la ARN polimerasa y regulando la expresion de Pol.

El control de sintesis de Pol viene determinado por el funcionamiento del controlador antitético,
ya que Anti-c20 serd activado solamente en presencia de factor de transcripcién formado
mediante una proteina del circuito y una molécula de induccidn externa. Por ello, se establece
una realimentacién negativa, es decir, utilizando una proteina sintetizada por el propio circuito,
se activara la sintesis de Anti-c20 para controlar la concentracién de Pol. De este modo, la
concentracién de Pol se mantendra en la linea base de produccion establecida, variando lo
minimo posible con el tiempo y respondiendo ante perturbaciones.



1.2.1 Componentes

Las proteinas antitéticas se representan con los factores extracitoplasmaticos Sigma (o). Estos
factores son proteinas bacterianas modulares que reconocen una secuencia especifica de la
ARNp ante determinadas condiciones (Rhodius et al., 2013). Por ejemplo, la percepcion de
estrés conduce a la union del factor ¢ a la ARNp con la finalidad de ligarse seguidamente a un
promotor ¢ inducible, permitiendo una respuesta de regulacidn génica mucho mas rdpida que
lo normal (Figura 1.4).

Es posible conseguir funciones extracitoplasmaticas (ECF) de regulacion con los factores . Para
ello, es necesario también disponer del factor Anti-sigma complementario (ac), que lo aniquile,
y un promotor ¢ inducible especifico, al que active. Por lo tanto, cada subgrupo de ECF esta
formado por los tres elementos siguientes:

a) Factor o: provoca el aumento de afinidad de la ARNp por el promotor o, elevando la
expresién génica de la unidad transcripcional.

b) Factor ac: Inhibidor de la funcién del factor . Recluta a su complementario, formando
el complejo c-ac, y se lleva a cabo la aniquilacién de ambos.

c) Promotor o: Mantiene su funcién inducida por el factor ¢ tras la unién a la ARNp.

1]
: o
Transcripcion o
b—
RNAP

anti-sigma-70 & gen

1 La tranzcripcion
: de genes

gen 2  housekeeping

dependel del

cofactor Sigma

770 gm0
Inactivo
sigma-70 o

1* o

Q@

Figura 1. 4 Proteinas antitéticas y su papel en la regulacion génica. Los componentes del controlador se
identifican con los circulos rosa y amarillo. La unién del factor Sigma a la polimerasa provoca una
regulacion génica, que serd controlada, a su vez, por la sintesis del factor Anti-sigma, ya que aniquilard al
factor Sigma. Adaptada de Briat et al. (2016).

La sintesis de los dos factores determina el funcionamiento del controlador antitético, cuya
interaccion y formacion del complejo (o-ac) concluye en la aniquilacion de las dos proteinas.
Cuando el factor ac ha secuestrado al factor o, la unién al promotor ¢ inducible disminuira
notablemente, controlando de esta forma la expresién del gen deseado.

Hay un gran reservorio de factores o ortogonales, propiedad indispensable para conectar
diferentes circuitos programables sobre rutas metabdlicas o funciones celulares. La
ortogonalidad asegura que la interaccion entre los factores y los componentes de la red génica
sean especificos y no interfieran en la regulacion, puesto que es preferible que el ruido sea
minimo (Rhodius et al., 2013). El factor ¢ seleccionado debe interactuar Unicamente con su
complementario ac y regular solamente un promotor o especifico, asegurando dicha propiedad.
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1.2.2 Efecto sobre la regulacién de sintesis de proteinas

El controlador antitético se sirve de motivos antitéticos para conseguir la regulacién de una
determinada proteina o metabolito en presencia de perturbaciones, de manera que su
concentracién se mantenga en la linea base establecida. En la Figura 1.5 se puede observar el
funcionamiento de un circuito cuando el bucle esta abierto y cuando esta cerrado (Aoki et al.,
2019), es decir, cuando sigue una regulacidn estatica y una dindmica, respectivamente.

El bucle abierto no tiene el controlador antitético o no se encuentra activo, y por lo tanto, no
existe regulacion de la proteina de interés.

Sin embargo, el bucle cerrado tiene el controlador antitético activo, lo que hace que la proteina
tenga una dindmica mucho mas rapida de produccion, llevando a un valor o referencia deseada,
gracias a la activacion/inhibicion de la sefial del controlador antitético.

Open-loop circuit Closed-loop circuit (with integral feedback)
Perturbation
cr1ur¢.m1lun Circuit ‘ J'
i input — I
o - Output [;i?”i? . Control P :Cn'cmt of OL:?“
Circuit __ | Circuit of of P system interest e
input interest ) level \ interest
nterest T
— Qutput of interest = = Desired output level = Qutput of interest = = Desired output level
o | — Perturbation o | — Perturbation
° No adaptation B
= D £ A Perfect adaptation
E E
< R P ——— = I e ——
Time Time

Figura 1.5 Respuesta del circuito sintético. (izquierda) En una salida de bucle abierto del circuito sintético
se obtiene una respuesta sin adaptacion ni robustez al reaccionar contra una perturbacion. (derecha) La
respuesta en el circuito con controlador antitético en bucle cerrado corresponde con las caracteristicas
anteriormente citadas: robustez y adaptacion perfecta, demostrando su efectividad. Recuperada de: Aoki
etal.,, 2019.

1.2.3 Propiedades
Un controlador antiético posee caracteristicas como:

e Adaptacion perfecta es una propiedad de los sistemas bioldgicos que permite a la célula
reaccionar ante un estimulo, provocando un pico de respuesta, y volver al nivel de
expresion anterior a la perturbacion en el medio (Figura 1.6). Esta propiedad es innata
en los organismos vivos y se asocia a la homeostasis celular. La realimentacién mediante
un controlador antitético provocaria el perfecto cumplimiento de esta caracteristica
(Briat et al., 2016).

e Robustez ante los estimulos tanto del medio interno como del externo (Briat et al.,
2016; Agrawal et al.,, 2019). El control de la red genética sera robusto cuando las
perturbaciones del medio no afecten a la sintesis de la proteina objetivo, regulada
explicitamente por el motivo antitético. El comportamiento se mantendra



independiente de los cambios sucedidos y su respuesta permanecera a la concentracion
deseada. El control antitético con realimentacion estd basado en calcular la integral
matematica de la desviacion de una variable controlada en el tiempo, y usarla para la
configuracion de realimentacion negativa que directamente contrarresta esa desviacion
y la acerca a cero (Aoki et al., 2019). Mediante este control, logramos robustez incluso
en sistemas dinamicos muy ruidosos como los bioldgicos. Esta caracteristica esta
directamente ligada a la adaptacién perfecta, implicadas ambas en la homeostasis.

Sin controlador Controlador antitético

WW "ﬂ‘$ Adapiacién
/ , perfecta
“-""’W 1t/0 WM '

Perturbacién ambienta Perfurbacion ambienta
1 |

Adaptacién a perturbaciones

Tiempo Tiempo

Figura 1. 6 Adaptacion perfecta del controlador con realimentacion antitética. Grdfica de adaptacion al
poseer un controlador antiético en la célula (derecha) o sin controlador (izquierda). Inspirado en Briat et
al. (2016).

1.3 Aplicabilidad de la biologia sintética y el controlador antitético

La biologia sintética confiere la capacidad de reprogramar seres vivos con una finalidad
trascendental (May, 2015), permitiendo obtener diversas aplicaciones, en ambitos muy

diferentes, representados en la Figura 1.7.

Alimentacion

Biologia sintética

Agricultura Biopolimeros

Ingenieria de
organismos

Figura 1.7 Segmentos de aplicacion en la biologia sintética. Cada uno de los segmentos representa un
drea donde es provechosa la utilizacion de la biologia sintética.
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En primer lugar, es factible su uso clinico en el dmbito médico. Existe la posibilidad de construir
circuitos tanto en células eucariotas, (Xie y Fussenegger, 2018), como implementar circuitos en
microorganismos, por ejemplo, como terapia contra el cancer (Wu et al., 2019). Del mismo
modo, es posible la utilizacidn de biologia sintética y la construccion de redes de control en la
sintesis de farmacos. La industria farmacéutica necesita de nuevas estrategias para producir de
forma masiva, rdpida y eficiente, como proponen diferentes estudios (Paddon y Keasling, 2014;
Galanie et al., 2015; Courdavault et al., 2020) y la biologia sintética puede ser una de ellas.

La agricultura y alimentacidn son dos dmbitos relacionados donde se esta incrementando el uso
de biologia sintética, cuya finalidad es aumentar los rendimientos (Eleanore et al., 2019; Rogers
y Oldroyd, 2014), asi como el valor nutricional de alimentos, enriqueciendo los cultivos (Majer
et al., 2017), entre otras. Asimismo, la produccidn de aditivos alimentarios es posible mediante
la implementacién de circuitos sintéticos (Eichenberger etal.,, 2017). Los biopolimeros
(Moradali y Rehm, 2020) y biocombustibles (Briat y Khammash, 2018) son otro ambito relevante
de aplicacién. Aumentar la eficiencia de los bioprocesos y la sostenibilidad ambiental son
aspectos fundamentales actualmente, en los que la biologia sintética participa.

En este trabajo concretamente, la aplicabilidad se centra en la optimizacion del controlador
antitético para la regulacién de la enzima naringenina chalcone sintasa (CHS) que sintetiza el
metabolito naringenina a una concentracion deseada o de referencia, y con rechazo a
perturbaciones. Esta via metabdlica ha sido propuesta en (Boada et al., 2020). La naringenina se
clasifica como flavonoide, es decir, una subclase importante de fenilpropanoides vegetales con
diversas aplicaciones, que pueden ser utilizados como suplementos alimenticios, antioxidantes,
agentes aromatizantes, medicamentos, insecticidas y colorantes. Entre sus propiedades
farmacolégicas destacan antidislipidémicos, antiobesidad y antidiabéticos y antifibrdticos.



2. Objetivos

En este trabajo buscamos disefiar, construir, implementar y optimizar un circuito genético
antitético capaz de controlar la produccion de una proteina o metabolito de interés en
Escherichia coli, recorriendo el ciclo DBTL de la Biologia sintética.

Con el fin de lograr el objetivo principal se plantean otros objetivos especificos:

- Disefar un circuito genético denominado controlador antitético que nos permita regular
la sintesis de una proteina o metabolito de interés para que este alcance una
concentracién deseada.

- Crear un modelo matematico que nos permita simular y entender el comportamiento
del controlador antitético implementado en E.coli, confiriendo directrices para la
seleccion de sus partes bioldgicas.

- Construir e implementar en el laboratorio el circuito genético disefiado utilizando
GoldenBraid como método de ensamblaje de ADN.

- Optimizar las partes del controlador antitético disefiado a través de la optimizacién
multiobjetivo de los pardmetros de su modelo matemadtico, para maximizar su
rendimiento y robustez en una aplicaciéon que es la ruta metabdlica de sintesis de
Naringenina.



3. Materiales y métodos

3.1 Diseio

3.1.1 Modelado determinista

El apartado de disefio se inicia examinando y considerando el tipo de circuito genético que se
desea construir, las partes que lo forman y las interacciones que ocurren. Seguidamente, se
procede al modelado computacional. El modelo de un sistema nos permite conocer cémo
funciona el mismo e incluso formular propuestas de cambio para mejorarlo (Endler et al., 2009).
Los sistemas bioldgicos pueden ser modelados de forma determinista o estocastica. Segun
(Boada Acosta, 2018) “el modelado determinista no tiene en cuenta la naturaleza probabilistica
de las reacciones, pero se obtiene una buena aproximacion de las dindmicas de las especies
bioquimicas que intervienen en la expresion de un gen”,

En este trabajo utilizamos un modelado determinista, aunque el modelo del circuito genético es
mas complejo que los establecidos en la literatura.

Para representar de forma sencilla las distintas etapas del modelado matematico, utilizaremos
el siguiente ejemplo genérico, con promotor constitutivo. La Figura 3.1 representa la expresion
génica y la formacién de proteinas mediante el Dogma central de la biologia que establece los
dos eventos principales que ocurren en las células: transcripcion, mediante la ARN polimerasa 'y
traduccidn, gracias a los ribosomas.

Tasa de transcripcion

Tasa de traduccion
(Promotor)

Transcripcién Traduccién _— (RB9)

— k, =
ADN ———> ARNmMm —— Proteina

l g ™
%) Tasa de dilucién por
crecimiento

Degradacién d, l u d,

%)

Tasa de degradacion
del ARNm Tasa de degradacion
de la proteina

Figura 3. 1 Esquema de la expresion constitutiva de los genes y la formacion de proteinas. Representa
las especies bioquimicas que intervienen (ADN, ARNm y proteina), los eventos (transcripcion, traduccion y
degradacion) y las diferentes tasas a las que se producen estos procesos. Inspirada en Vignoni, A. iGEM
Webinar2020.

Reacciones bioquimicas de un circuito genético

El primer paso en la elaboracion del modelado es establecer un esquema donde intervengan
todas las especies bioquimicas y sus interacciones (Figura 3.1), con el objetivo de extraer las
reacciones bioquimicas para cada especie del circuito.
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Las consideraciones (Boada et al., 2018) tenidas en cuenta antes de establecer las reacciones
bioquimicas son: la cantidad de ARN polimerasa (ARNp) no es limitante, por tanto, capaz de
transcribir todos los genes necesarios en un instante de tiempo dado; la unién de la ARNp al
promotor es una reaccion rapida; la transcripcidn y la traduccidén son procesos irreversibles y
complejos; y la degradacién de proteinas y ARNm es una reaccidn irreversible.

Las reacciones bioquimicas genéricas de transcripcién, traduccidn y degradacidn de un circuito
genético simple se representan en 3.1, donde el promotor se considera constitutivo y por ello,
la tasa de transcripcidon es constante. En el siguiente capitulo, veremos que los promotores
inducibles necesitan de un modelado especifico. El conjunto de reacciones bioquimicas 3.1
representa la expresién constitutiva de un gen.

k1
—>ARNm

k
ARNm = ARNm + Prot (3.1)

dq,
ARNm =50

d'li
Prot 2—>(Z)

donde la especie ARNm corresponde con el ARN mensajero y Prot con la proteina de interés; k1
y k2 son tasas efectivas de transcripcion y traduccidn respectivamente, d1 y d2 son las tasas de
degradacién de cada especie y u la tasa de crecimiento especifico.

Ley de Accidon de masas

La Ley de Accién de masas recoge que, para cualquier reacciéon elemental, es decir, con
coeficientes estequiométricos igual a uno, la tasa de reaccion (velocidad) es proporcional al
producto de concentraciones de los reactivos. Estos estaradn elevados a una potencia, definida
por la estequiometria de la reaccién (Alon 2019).

Segun Chellaboina et al. (2009), a partir de las reacciones bioquimicas, y gracias a la Ley de accién
de masas (LAM), establecemos el balance dindmico de las especies como ecuaciones
diferenciales ordinarias (ODE). Estas ecuaciones ODE deberan ajustarse estequiométricamente
a través de tasas de reaccidn o constantes cinéticas, que pueden ser extraidas de estudios
previos (como en este caso), o de técnicas experimentales.

Modelado de la transcripcidn y la traduccion

El modelado de la transcripcién y traduccién lo realizamos mediante ecuaciones diferenciales
ordinarias (ODE) (Boada et al., 2018). Tras el establecimiento de las reacciones bioquimicas y
gracias al empleo de la Ley de Accidn de masas, obtenemos el modelo del circuito.

Planteamos las ecuaciones ODE del ejemplo genérico mencionado. De las reacciones mostradas
en (3.1) obtenemos el siguiente conjunto de ecuaciones (3.2) que describe la dindmica de la
expresion:
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d[ARNm]
dt
d[Proteinal]
dt

= k,[Gen] — (d; + u)[ARNmM]
(3.2)
= k,JARNm] — (d, + p)[Proteina]

donde [ARNm] y [Proteina] representan el numero de moléculas de ARNm y Prot
respectivamente. Sumando aparecen los términos que dan lugar a la formacidn de la especie y
restando los que provocan su degradacion, junto a los ratios correspondientes de cada proceso.

Modelado del crecimiento celular en un biorreactor

El crecimiento celular se encuentra modelado por la ecuacion 3.3:

) (33)

max
donde N es el numero de células y Nmax la capacidad maxima o numero de células maximo en

el biorreactor. Por lo tanto, las ecuaciones (3.2) y (3.3) modelan la expresién de una proteina
dentro de una célula de las N que viven y se multiplican en una poblacion celular.

Funcidon de Hill para modelado del promotor

Cuando los promotores utilizados en el sistema no son constitutivos, necesitamos realizar el
modelado afiadiendo nuevos parametros. En el caso de los promotores inducibles, es decir,
activados o reprimidos por un factor de transcripcion (FT) se utiliza la funcién de Hill (Hill, 1910;
Alon, 2019), a la que le afnadiremos el nimero de copias.

Como en Trabelsi et al.,, (2018), consideramos que un FT forma multimeros (mondmeros,
dimeros, etc.). Comenzaremos teniendo en cuenta el equilibrio de la ecuacién 3.4.

donde ny; es el numero de moléculas de la especie Ty en unidades de concentracion, [ es la
concentracion del inductor, ch es la concentracion del multimero formado de la reaccidn, y K;¢

es la constante de disociacion del complejo ch.

Ignorando el orden de unién de las especies, porque no es importante para el equilibrio fina del
producto sino Unicamente para la cinética (no considerada aqui); y dadas las rapidas escalas de
tiempo, se tiene la ecuacion:

Tf = # (3.5)
LS
La constante de disociacidon K;;; depende del inductor y de la proteina considerada en cada
reaccion. La ecuacion clasica de Hill (3.6) considera, n como el exponente de cooperacién y
representa el nimero de moléculas del complejo inductor FT necesarias para iniciar a
transcripcion, y Kd es la concentracion de FT necesaria para la induccién media-maxima:
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—_— 3.6
(K™ + (TF) 36

Proia =

Sin embargo, el nimero de copias del plasmido cambia el nimero de sitios de unidn del FT al
promotor (proporcional al nimero de pldsmidos (n_copy) en nuestra construccién, ya que
existe cooperacion y por lo tanto mas de un sitio de unién por plasmido). La ecuacion 3.6 se
modifica teniendo en cuenta el hecho de que, para alcanzar la saturacién media-maxima de un
numero mayor de sitios de union, el nimero de complejos FT también tiene que ser mucho
mayor:

(75)"
Ka * Neopy) + (TF)"

Pfold = ( 3.7)

Reemplazando la ecuacidn 3.5 en la 3.7 se obtiene la nueva funcidn de Hill para modelar el
promotor teniendo en cuenta el nimero de copias de un plasmido:

ITl

Prola = P 7
< d dis copy) +In

(3.8)

ntf
Tf

3.1.2 Simulacién computacional

Utilizamos simulaciones computacionales para analizar el comportamiento de cada especie
bioquimica en un circuito genético. Los materiales utilizados para el disefio, modelado
matematico y simulacién del circuito genético propuesto en este trabajo se basan en el software
MATLAB®, y consta de tres archivos:

1. Main.m que es el ejecutable principal que contiene la configuracion de la simulacién y
las condiciones iniciales de cada especie del controlador antitético,
parameters.m que contiene los valores de los pardmetros del modelo,
modelo_antithetic.m que contiene las ecuaciones ODE del modelo.

3.1.3 Optimizacion de parametros del modelo matematico

A fin de cumplir los objetivos de comportamiento de un circuito genético disefiado, se pueden
optimizar los valores de algunos parametros del modelo matematico (Boada et al., 2016). El
enfoque seleccionado en este trabajo es la optimizacion multiobjetivo (MOOD) realizada con el
software MATLAB®, que minimiza dos o mas funciones de coste simultdneamente, en funcidn
de un conjunto de variables de decisidn (Miettinen, 2012).

Las funciones de coste u objetivos, generalmente, estan en conflicto y tras la optimizacion se
genera un conjunto de soluciones dptimas denominado Frente Pareto. Todas las soluciones del
Frente de Pareto que representan valores de las variables de decisién son utiles, y se puede
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seleccionar la mejor entre ellas segun se requiera. El enfoque MOOD sigue los siguientes pasos
iterativos para optimizar los pardmetros de un modelo:

i) Definir el problema multiobjetivo (definir objetivos a optimizar)
i) Realizar la optimizacidn para obtener las soluciones (Frente de Pareto)
iii) Seleccionar entre los resultados la mejor solucién

Finalmente, las variables de decision son los valores paramétricos del modelo del circuito
genético optimizados, y a su vez representan un conjunto de directrices para seleccionar las
partes del circuito previo a su implementacién in vivo. Por lo tanto, el promotor, RBS, u origen
de replicacidon del plasmido escogidos seran los mas eficientes para el circuito sintético disefiado.

3.2 Construccion

En este apartado se detallan los pasos a seguir durante la implementacién en el laboratorio del
controlador antitético disefiado.

3.2.1 Ensamblaje de ADN utilizando GoldenBraid

El circuito es disefado y caracterizado debe sintetizarse e implementarse experimentalmente
en el laboratorio, utilizando Escherichia Coli. Con esta finalidad utilizamos el sistema de
ensamblaje GoldenBraid (Sarrion-Perdigones, 2011), una técnica de ensamblaje de ADN sencilla
y eficiente (Figura 3.2). En sus inicios, GoldenBraid fue un proceso descrito en plantas, pero que
puede adaptarse perfectamente a los circuitos genéticos construidos en bacterias.

Mivel 0 (libreria)

pUFD2 pUPDZ pUFD2 pUFDZ
Mivel 1 (unidades transcripcionales)

i e gy we

o1 a2
Niwvel 2 [Circuito de dos UT)
rabDTrab T
SpcR ( —-' il
c .,
m (9.] ("\ il
Ciclo de ensamblaje (Nivel 1) & Bsal

oD TraDTraDTrrab T o*
) KmR <4

ol

| Gapromoter EYRes [=3cps il Terminator |

Figura 3. 2 Esquema del ensamblaje GoldenBraid con varios niveles. Se representan los pldsmidos con
sus componentes, la resistencia al antibidtico y las secuencias flanqueantes esenciales para el ensamblaje
de niveles posteriores. Ademds, aparecen a la derecha las enzimas de restriccion de cada reaccion. A)
Vectores obtenidos de la domesticacion de las partes bdsicas y se forma un repositorio. B) Pldsmidos
ensamblados de Nivel 1 (a), que facilita la formacidn de las unidades transcripcionales. C) Pldsmidos del
Nivel 2 (). Figuran la union de dos unidades transcripcionales. D) Pldsmido que representa el ciclo de
ensamblaje, la utilizacion de vectores o para formar un circuito mds complejo, con cuatro unidades
transcripcionales. Adaptada de Vecchione y Fritz (2019).
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Este método disefiado en 2011, y mejorado posteriormente (Sarrion-Perdigones et al., 2013;
Vazquez-Vilar et al., 2017), se basa en la metodologia Golden Gate (Engler et al., 2008), es decir,
utiliza enzimas de restriccién IS, que cortan el material genético alejado del sitio de
reconocimiento, permitiendo ensamblajes sin acumulacién de sitios de reconocimiento.
GoldenBraid es una estrategia de ensamblaje binaria, y permite la construccion de sistemas
multigénicos, usando dos niveles de ensamblaje (Nivel 1y 2), y dos tipos de plasmido por nivel
(al, a2 y Q1, Q2, respectivamente).

Inicialmente, para llevar a cabo esta metodologia, es necesaria la domesticacion de las partes
basicas (Nivel 0). Mediante este proceso se adapta cada parte a la estrategia GoldenBraid
(Sarrion-Perdigones, 2011). El primer paso es insertar la parte basica de interés (promotor, RBS,
CDS o terminador transcripcional), que corresponderd al inserto, en un plasmido pUPD?2,
utilizado como vector. Dichas partes estaran flanqueadas por unas secuencias determinadas,
que permitirdn que la nueva construccion contenga sitios de reconocimiento especificos,
necesarios en ensamblajes posteriores. Ademads, el pldsmido de destino incluye un origen de
replicacién pUC, y resistencia al antibiético cloranfenicol (Figura 3.1A).

Las partes basicas empleadas en este trabajo aparecen descritas en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Partes bdsicas usadas en ensamblaje mediante GoldenBraid. La referencia indica el cédigo
correspondiente en la coleccion de iGEM o la cita que la utilizé previamente. Todas ellas se encuentran
en un pldsmido con resistencia a cloranfenicol.

Nombre Tipo Descripcion Referencia
J23106 Promotor Promotor constitutivo BBa K2656004
Plux Promotor Promotor inducible, regulado por el dimero AHL-LuxR BBa K2656003
P20_992 Promotor Promotor inducible, regulado por la 620 (5S20_992) Rhodius y col. 2013
PluxR Promotor P,romotor inducible, regulado negativamente por el BBa K199052

dimero AHL-LuxR
B0030 RBS RBS fuerte BBa K2656009
GFPmut3b | CDS Proteina fluorescente verde BBa K2656022
GFP-lva CDS Proteina fluorescente verde con degradacion acelerada | BBa K082003
LuxR CDS Proteina LuxR BBa K2656016
$20_992 CDS G20: cofactor de la ARNp Rhodius y col. 2013
AS20_992 | CDS Proteina anti-c20 Rhodius y col. 2013
mRFP CDS Proteina fluorescente roja BBa K2656026
mRFP_Iva | CDS Proteina fluorescente roja con degradacién acelerada BBa E0010
B0015 Terminador | Terminador transcripcional BBa K2656026

Tras obtener todas las partes bdsicas domesticadas en un vector pUPD2 (Nivel 0), se procede al
ensamblaje de la unidad transcripcional (ver Figura 3.1B), correspondiente al Nivel 1 (Sarrion-
Perdigones, 2011). En este caso, los insertos son todas las partes bdsicas correspondientes
domesticadas y el vector de destino sera un vector a. Por su parte, dicho vector, presenta
resistencia al antibidtico kanamicina y un origen de replicacién pUC. El Nivel 2 se basa en la unién
de dos unidades transcripcionales previamente ensambladas en el Nivel 1 (Figura 3.1C). En este
caso, los insertos procederdn de los plasmidos al y a2, y el vector de destino serd 2, con
resistencia al antibidtico espectinomicina. De esta manera, obtendriamos un pldsmido con dos
genes distintos, es decir, que codificara dos proteinas diferentes.
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Si el objetivo recae sobre la construccion de un plasmido con mas de dos unidades
transcripcionales, sera posible unirlas mediante los plasmidos Q1 y 2, con un vector de destino
de Nivel 1 (a). Por tanto, es factible combinar tantas unidades transcripcionales como sea
necesario, de forma que siempre las uniremos de dos en dos (método binario), cuando se hallen
localizadas en vectores compatibles. Se constituye un ciclo de trabajo en el que dos vectores a
se unen en un Q, y seguidamente dos Q2 en un a (ver Figura 3.1D), hasta que el circuito quede
totalmente integrado, conforme al disefio previsto.

Existe un nivel de plasmidos adicional, constituido por los plasmidos § (Requena, 2019). Este
nivel permite el ensamblaje de un bicistrén, es decir, un ARNm que contiene la informacién
necesaria para traducir dos proteinas diferentes. Este caso seria parecido al Nivel 1, nos permite
unir partes basicas en un plasmido, exceptuando el promotor o terminador. Es posible realizarlo
si el primer vector (B1) esta formado por el promotor deseado, la RBS, y la CDS, y el plasmido B2
contiene la RBS, la CDS y el terminador. Estos dos seran unidos en un vector Q2.

En este trabajo se utilizan 3 niveles de ensamblaje, utilizado como vectores de destino los
detallados en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Plasmidos de destino usados en los diferentes niveles.

Nombre Nivel Resistencia a antibiético
pARK al 1 Kanamicina

PARK a2 1 Kanamicina

pARK 1 1 Kanamicina

pARK 32 1 Kanamicina

pRMS Q1 2 Espectinomicina
pRMS Q2 2 Espectinomicina
PARK al 3 Kanamicina

pARK al 3 Kanamicina

La ventaja del método de ensamblaje GoldenBraid reside en la posibilidad de utilizar solo dos
niveles de plasmidos para construir circuitos genéticos realmente complejos. Facilita la
formacion de un bucle de trabajo rapido y sencillo, permitiendo el ensamblaje de varias partes
en una sola reaccién. Siguiendo el protocolo de GoldenBraid, se afiaden todos los componentes
de la reaccién (detallados en la Tabla 3.3) en un mismo tubo. Sin embargo, es fundamental
adaptar la reaccién al plasmido que se desea ensamblar, ya que el ADN utilizado sera diferente,
asi como la enzima de restricciéon. Ademas, existen unas condiciones de reaccién establecidas,
recogidas en la Tabla 3.4.

Tabla 3.3. Componentes de la reaccion de GoldenBraid. Todos los componentes son afiadidos a cada
reaccion, variando tnicamente el ADN (en relacién a los pldsmidos utilizados) y la enzima de restriccion
(Bsal, en plasmidos a, y BsmBI, en pldsmidos ).

Componente Volumen (ulL)

Enzima de restriccion IIS (Bsal o BsmBI) | 1

T4 DNA ligase 1

T4 DNA ligase buffer 10x 1.5

BSA 10x 1.5

ADN 75 ng de cada plasmido
dH,0 Hasta completar

Total 15
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Tabla 3.4. Condiciones de trabajo para las reacciones de GoldenBraid.

Temperatura (°C) Tiempo (min) Numero de ciclos
37 10 1
37 3
16 4 25
50 10 1
80 10 1

3.2.2 Transformacion

Los plasmidos construidos con anterioridad deben ser clonados en Escherichia Coli. Para ello, es
necesaria la transformacién de estas mediante electroporacién o choque térmico.

La electroporacion, que consta de la formacion de poros acuosos en la membrana, fue la mas
usada durante los experimentos. En este caso se utiliza E.coli 10G® electrocompetentes
(Lucigen). El primer paso sefialado es mantener en frio las bacterias, que se conservan a -80°C.
Se les afiade 2-3 ulL del pladsmido ensamblado (aproximadamente 50 ng), se homogeniza y se
colocan sobre una cubeta de electroporacion. Seguidamente se electroporan a 1700V durante
2300 ms. Tras este shock, se afiaden en la cubeta 700 uL de medio de supervivencia SOC. El
volumen total de la cubeta lo traspasamos a un tubo de ensayo, que pondremos a crecer en el
incubador a 37°Cy 250 rpm durante 1 o 2 horas, dependiendo del tipo de antibiético utilizado y
del nimero de copias del plasmido. Crecerd 1 hora cuando el medio contenga kanamicina o
muchas copias del plasmido, y 2 con espectinomicina y cloranfenicol o pocas copias del
pldsmido. Finalmente, el cultivo crecido en SOC lo inoculamos sobre el medio sélido LB con Agar
al 1.5%, y el antibidtico correspondiente, y crecera overnight a 37°C.

También fue utilizado el choque térmico, con bacterias E.coli 10G® quimiocompetentes
(Lucigen). En primer lugar, se mantienen en frio (4°C) durante 30 minutos, seguidamente, se
produce un shock a 40°C durante 30 — 45 segundos. Finalmente, se afiade medio de
supervivencia SOCy se ponen a crecer a 37°Cy 250rpm durante una hora. Del mismo modo que
con el protocolo anterior, las bacterias se inoculan en un medio sélido LB con Agar al 1.5% vy
antibidtico para crecer overnight a 372C.

3.2.3 Cultivos celulares

Podemos diferenciar dos tipos de medios de cultivo, segun el estado en el que se encuentren.
En este trabajo hemos utilizado tanto medios liquidos como sélidos.

Medios de cultivo liguidos

- Super optimal broth with catabolite represion (SOC)

Este medio de cultivo es el empleado durante la transformacidn. Su preparacién se inicia
con la elaboracion del medio SOB, formado por 20 g de triptona, 5 g de extracto de levadura,
2 mLde 5M NaCl, 2.5 mLde 1 MKCI, 10 mL de 1 M MgCl, y 10 mL MgSOQ,. Esto se afiade en
un matraz y se enrasa con agua destilada hasta 1 L. Todo se homogeniza y esteriliza en
autoclave. Finalmente, una vez enfriado el SOB, se le anade 20 mL de glucosa 1 M
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esterilizada. En este caso utilizamos 700 pL de medio de cultivo y se mantiene creciendo
durante una hora a 37°C.

- LB Broth

El medio de cultivo LB se prepara afiadiendo 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura, 5
g de NaCl y 1 L de agua destilada. También se homogeniza y esteriliza en el autoclave. Una
vez enfriado y listo para la inoculacién de bacterias, se afiade el antibidtico correspondiente
a 1000x de la solucién madre, a una concentracion final dependiente del tipo de antibidtico.
Kanamicina y espectinomicina las utilizamos a una concentracion final de 50 pg/mL,
mientras que cloranfenicol lo utilizamos a 35 pg/mL. Generalmente, empleamos 4 mL del
medio inoculado con las bacterias y 4 uL del antibiético 1000x conveniente, se incuba
overnight a 37°Cy 250 rmp.

Todos los cultivos en liquido se han realizado en este medio, excepto el cultivo durante la
transformacion, que requiere la utilizaciéon de SOC, y los experimentos de medicidn, en los
que se emplea M9.

- M9 minimal media

Los componentes del medio de cultivo M9 son 12,5 g de Medium Broth Powder (VWR
Amresco Life Science) diluidos en 1 L de agua destilada. Se homogeniza y esteriliza en
autoclave. Ademas, en condiciones asépticas se le afaden 2 mL de 1 M MgS04, 10 mL de
glucosa al 20% y 0.1 mL de 1M CaCl2 esterilizados por filtrado. Del mismo modo que en el
medio LB, se anade 1000x de la solucién de antibidtico cuando sea necesario, a una
concentracién final igual a la indicada en el medio LB. Se utiliza este medio para realizar el
cultivo de un colonia individual utilizando 4 mL de medio, 4 puL de antibidtico y se deja crecer
overnight a 37°Cy 250 rmp.

Cultivos sélidos en placa Petri

Los cultivos sélidos en placas Petri son interesantes cuando queremos seleccionar la colonia o
colonias que han insertado el plasmido mediante la transformacién bacteriana. La elaboracion
del medio LB sdlido se lleva a cabo afiadiendo 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura, 5 g
de NaCl y 20 g de Agar-agar, en un litro de agua destilada. Se homogeniza y esteriliza en el
autoclave.

Del mismo modo que en los medios anteriores, se afiade un volumen 1000x de solucidon
antibidtica a una concentracion final igual a la indicada en los medios anteriores. Se reparten 25
mL del de cultivo en las placas y se deja gelificar. El cultivo se realiza inoculando sobre la placa
las bacterias, en condiciones asépticas, y se dejan crecer overnight a 37°C.

3.2.4 Conservacion bacteriana en glicerol

El glicerol es utilizado para almacenar bacterias a -80°C sin que sufran deterioro y se mantengan
intactas al descongelar, con el objetivo de mantener un stock de las bacterias con el plasmido
deseado. En este protocolo también se utiliza el cultivo crecido en LB liquido (1440 uL) y se le
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afiaden 360 pL de glicerol al 80%. La mezcla se introduce en un criovial en condiciones estériles,
se homogeniza y conserva a -80°C.

3.2.5 PCR de colonias (cPCR)

La cPCR tiene como finalidad amplificar la region inserto del plasmido transformado en E.Coli.
Para ello, inicialmente se selecciona una colonia aislada del cultivo sélido, con la finalidad de
asegurar el crecimiento de un solo tipo celular. Esta se introduce en 50 pL de agua desionizada
estéril. La cPCR se lleva a cabo mediante el kit Tag DNA Polymerase kit with Standard Taq buffer
(New England Biolabs). En este estudio los primers utilizados se denominan Ver TU FW y
Ver_TU_RV (Tabla 3.5) y los demas componentes y condiciones de la reaccidn se encuentran en
las Tabla 3.6 y 3.7. Para realizar la amplificaciéon es necesaria la utilizaciéon de primers que
flanqueen el inserto localizado en el plasmido ensamblado con GoldenBraid.

Tabla 3.5. Primers utilizados en el laboratorio y sus caracteristicas.

Nombre Secuencia Temperatura hibridacion
Ver_TU_FW | GCAACCTCTCGGGCTTCTGGAT | 60,7°C
Ver_TU_RV ACAGCGACTTAGTTTACCCGCCA | 60,3°C

Tabla 3.6. Componentes de la reaccion cPCR.

Componente Volumen (ulL)
10x Standard Taq buffer 2

10 mM dNTPs 2

Cebador Directo 10 uM 0.4

Cebador Reverso 10 uM 0.4

Taq DNA polymerase 0.1

Colonia inoculada en agua 5

dH,0 10.1
Volumen total 20

Tabla 3.7. Condiciones establecidas de la reaccion cPCR.

Nombre Temperatura (°C) Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 2 min 1
Desnaturalizacion 95 20s
Alineamiento 56 1 min 30
Extension 68 1 min/kb
Extension final 68 5 min 1

3.2.6 Electroforesis en gel de agarosa

Tras la amplificacién del ADN es conveniente realizar una electroforesis para comprobar que el
tamano de inserto obtenido se corresponde con el disefnado anteriormente. En este proyecto se
han utilizado geles de agarosa al 1% con RedSafe™ Nucleic Acid Staining (20000x) (Intron). Una
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vez establecido el gel, se cargan las muestras utilizando Loading Dye Purple (6X) (New England
Biolabs) y O'GeneRuler 1 kb ADN Ladder como marcador de tamario (Fisher Scientific).

3.2.7 Extraccioén del material celular (Miniprep)

Los cultivos en LB liquido crecidos durante la noche, son utilizados para realizar miniprep, donde
se extraerd el plasmido de interés y se procedera a su secuenciacion. Este método se realizd
mediante el kit QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen). En primer lugar, se introduce el cultivo en
tubos de microcentrifuga, donde separamos las células del medio de cultivo por medio de
centrifugaciones. Estas células seran lisadas y el material genético serd retenido en una columna
de afinidad. Finalmente, el plasmido serd eluido con tampdn de elucién y estara preparado para

secuenciar.

3.2.8 Secuenciacion

El ultimo paso, es comprobar si los plasmidos ensamblados y transformados en bacterias son
exactamente iguales a los disefiados. Para ello, se utiliza la secuenciacién del ADN eluido en las
minipreps. Al no disponer de material para realizarlo, solicitdbamos el servicio a la unidad de
secuenciacién de la UPV.

3.2.9 Instrumentos y software

Durante el desarrollo del proyecto, se han utilizado los materiales bdsicos de laboratorio y
diferentes kits explicados en los apartados anteriores. Al mismo tiempo se han empleado una
serie de instrumentos indicados en la Tabla 3.8.

Ademas, nos hemos servido del software en la nube Benchling ®, que permite generar y editar
secuencias de ADN, estableciendo un ensamblaje digital tomado como referencia en los
experimentos. Incluso, permite ejecutar experimentos a nivel virtual y analizar los datos.

Tabla 3.8. Instrumentos utilizados en el trabajo.

Instrumental Modelo

Lector multi-modo de imagenes celulares | Biotek Cytation™ 3

Incubadora Memert™ IN 110

Campana de flujo clase 10 ISO 14644-1 TDI™ EuroAire

Termocicladora Techne™ Primer thermal cycler
Espectofotémetro Zuzi™ 4101

Electroporador Eppendorf® Eporator
Congelador (-802C) Fryka Kiltetechnik™

Sistema de electroforesis OWL EasyCast® B1
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4. Resultados y Discusion

4.1 Diseio del controlador antitético

4.1.1 Controlador antitético activador de Anti-620

El disefo del circuito sintético corresponde con un controlador de realimentacion antitético
activador de la proteina Anti-620 y su factor extracitoplasmatico 620, que regulan la expresion
de una proteina o metabolito de interés, de manera que su concentracion se mantenga en torno
a la establecida como referencia. A lo largo del trabajo nos referimos a este circuito genético
como controlador antitético.

Es primordial seleccionar un subgrupo de factores Sigma, Anti-sigma y promotor sigma inducible
dentro del grupo ECF en base a criterios de alta ortogonalidad y minimo ruido, baja toxicidad y
nula alteracidn de la expresion génica, tal y como se ha indicado en la introduccién. Fijdndonos
en dichas propiedades, estudiadas en trabajos previos (Rhodius et al., 2013), seleccionamos el
subgrupo ECF20_992 (Anti-520, 620 y promotor P20).

Alta ortogonalidad es una caracteristica que permite utilizar varios circuitos simultdneamente
sin generar interferencias. Por ejemplo, el promotor P20 utilizado en este trabajo, debe ser
activado sola y Unicamente por el factor 620. Asimismo, el factor Anti-c20 secuestrara al factor
620 para neutralizar su funcidon. En Rhodius et al. (2013) ya se demostré que el subgrupo
ECF20_992 cumple esta condicidn, siendo uno de los mas ortogonales de su clase, al no
interaccionar con los otros subgrupos.

Generalmente, la toxicidad viene marcada por la sobreexpresion génica, sin embargo, se ha
demostrado que aun sobreexpresando los componentes del subgrupo ECF20_992, la toxicidad
medida mediante ensayos de crecimiento, no era elevada (Rhodius et al., 2013). Por lo que es
factible trabajar con este grupo, interesante en la construccién de circuitos sintéticos complejos.

4.1.2 Especies bioquimicas del controlador antitético

En el disefio de este circuito genético deseado, seleccionamos las 5 especies bioquimicas que
intervendran en él:

1) La proteina 520, cofactor de la polimerasa, sintetizado a tasa constante gracias al
promotor constitutivo.

2) El factor Anti-c20, cuyo promotor es inducido mediante el dimero formado por LuxR y
AHL.

3) LuxR es una proteina que unida a la molécula lactona AHL forman el dimero como factor
de transcripcién (LuxR.AHL); 0 (R.A),.

4) AHL es especie intra y extracelular (toma el nombre de AHLe) que se difunde por la
membrana plasmatica de E.coli y que unida a la proteina LuxR forman el dimero
(LuxR.AHL), que actia como factor de transcripcion para activar el control antitético con
la sintesis de Anti-c20.
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5) GFP es la proteina que se utiliza para monitorizar el comportamiento del controladory,
en este caso, como proteina de interés (Pol). Seria remplazada por cualquier proteina
gue deseemos controlar.

4.1.3 Estructura y funcionamiento del controlador antitético

El siguiente paso en el diseio del circuito fue establecer la estructura del controlador antitético.
Esta constituido por tres unidades transcripcionales que integran los elementos citados en el
apartado anterior (Figuras 4.1y 4.2).

La Figura 4.1 representa la actividad de la red genética cuando el sistema esta en bucle abierto,
es decir, solo existe una regulacién estatica y sin presencia de AHL en el medio extracelular
(AHLe). La carencia de AHLe imposibilita la formacion del factor de transcripcion (LuxR.AHL); e
impide la sintesis de la proteina Anti-c20. En este caso, el controlador antitético no se encuentra
activo y la concentracion de la proteina de interés GFP incrementara continuamente sin ser
regulada. Esta situacion no es la éptima ni deseada.

controlador antitético bucle abierto

020
m . LuxR GFP
% ‘ Q Q Q
RO0D62
B0s0 BooLs [N BO030 \ BOO15 "2 BOO30 / B0030 / 80015
FoET

(N J
membrana celular E.coli

Figura 4.1 Controlador antitético sin realimentacion (bucle abierto). El cofactor de la ARNp c20 se
expresa a una tasa constante gracias al promotor constitutivo J23016. 620 unido a la ARNp incrementa
su actividad y activa al promotor inducible P20, provocando la transcripcion de los genes IuxR y gfp.
Posteriormente, la traduccion de estos genes sintetiza las proteinas correspondientes (LuxR y GFP).
Asumiendo que estas proteinas se coexpresan, por lo que comparten promotor y tienen dos RBS iguales.
es el mismo. En bucle abierto no existe induccion de AHL y no se produce Anti-c20. De este modo, 620 no
serd secuestrada por Anti-c20 y el controlador antitético no estard activo. Si existe sobreproduccion de
GFPy LuxR, el sistema no tiene la capacidad de regular sus concentraciones a niveles deseados.

El funcionamiento deseado de la red se alcanza cuando en el medio de cultivo se inducen
moléculas de AHLe, como en la Figura 4.2. Esta se difunde por la membrana plasmatica de E.coli,
siguiendo la ley de difusion de Fick (Fick, 1995), y se une a LuxR para formar el factor de
transcripcion (LuxR.AHL), que activa al promotor Plux. AHLe se convierte en AHL dentro de la
célula y se difunde continuamente en ambas direcciones hasta equilibrar la concentracién intra
y extracelular. Ahora el sistema esta en bucle cerrado y provoca una regulacién dindmica de la
proteina GFP. Gracias al funcionamiento del controlador antitético es posible mantener la
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concentracién de una proteina de interés (GFP en este caso) en niveles deseados, y sin variar
incluso ante estimulos o perturbaciones del medio de cultivo o propio de la célula.
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Figura 4. 2 Controlador antitético con realimentacion (bucle cerrado). El inicio de transcripcion es igual
al caso anterior, la proteina 20 se sintetiza a una tasa constante provocando la union de la ARNp al
promotor inducible P20. Seguidamente se inicia la expresion de los genes luxR y gfp. La difusion
transmembranal de la molécula AHL producird la formacion de un dimero con LuxR, mientras que la
proteina GFP emite sefial. Este dimero es el factor de transcripcion del promotor Plux que activa la sintesis
de la proteina Anti-020. 620 es secuestrada por Anti-c20 cerrando el bucle y produciendo la aniquilacion
de ambas. Este cierre del bucle implementa el control de realimentacion mediante el motivo antitético,
cumpliendo el objetivo de mantener la concentracion de la proteina objetivo GFP a una concentracion
deseada.

4.1.4 Reacciones bioquimicas del controlador antitético

Tras establecer la estructura y funcionamiento del circuito sintético de interés (Figura 4.2),
planteamos las reacciones bioquimicas teniendo en cuenta las reacciones y procesos biolégicos.

Gen 020:
ko
— ARNm, (4.1)
Po
ARNm, — ARNm,+ o (4.2)
dmo, u
ARNm;, —— 0@ (4.3)
s 8 (44)

donde la reaccidn 4.1 corresponde a la transcripcién del gen 620, produciendo su ARNm.
Posteriormente (4.2) ocurre la traduccidn, sintetizando la proteina y manteniendo el ARNm.
Finalmente, tanto el ARN (4.3) como la proteina (4.4) se degradan. Todas las constantes cinéticas
y sus valores vienen identificadas en la Tabla 4.1.
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Genes luxR/gfp:

donde la reaccién 4.5 representa la formacién del dimero o,. La 4.6 corresponde con la
transcripcion basal de los genes gfp y luxR mediante el promotor inducible P20, cuando la unién
del factor 620 no se ha producido. La reaccién 4.7 figura la unién y desunién de 20 con el
promotor P20. La reaccidn 4.8 representa la transcripcién de los genes lux y gfp. Las reacciones
4.9 y 4.10 representan la coexpresidon de GFP y LuxR. Finalmente, las tres ultimas, indican la

k_o
Kag
20 — 0, (4.5)
akRG
gP2o — gPyo + ARNmpg (4.6)
k20
k
GPyo + 03 €2 gPyy - 0, (4.7)
k_20
k
GPso - 0y = gPyo - 03 + ARNmg  (48)
PR
ARNmgg — ARNmgg + R (4.9)
PG
ARNmgz; —» ARNmg; + G (4.10)
d
ARNmgg —28 % ¢ (4.11)
dr, u
—5 9 (4.12)
de, u
¢G50 (4.13)

degradacién tanto de las proteinas (4.12, 4.13) como del ARNm (4.11).

Gen ac20:

donde la reaccidon 4.14 representa la formacidn del factor de transcripcién activador. La 4.15
reproduce la transcripcién basal a partir del promotor inducible Plux. La reaccion 4.16 indica la
unién del factor de transcripcién con Plux y (4.17) muestra la transcripcién del gen ac20. La
reaccion 4.18 marca la traduccidon y formaciéon de la proteina Anti-c20. Finalmente, las

k_RA

kara
2R + 2A —> (R-4), (4.14)

kalf
gPlux Tag gPlux + ARNm, (4.15)

k_tux
kdiux

2 R-A P - (R-A 4.16

gPlux + (R~ A); = gPlux- (R-A); (4.16)
kg

gPlux+ (R-A), > gPlux- (R-A), + ARNmy, (4.17)

Paoc
ARNm,, — ARNm,, + ao

(4.18)
dmgg,

ARNmg, —2= % ¢ (4.19)
dag, U

ac — @ (4.20)

reacciones 4.19 y 4.20 simbolizan la degradacion de los componentes.
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No se ha tenido en cuenta en el modelado del complejo (R.A), formado por las especies LuxR y
AHL porque ya se considera el nUmero de moléculas que aporta cada una de las especies en la
ecuacioén de Hill del promotor respectivo (ver seccidn 3.1.1) y el nimero de copias.

Complejo (c-ac):

k_¢
o+aoc im—’? (o ao) (4.21)
-
dc, u
(c-ac) — 0 (4.22)

donde la reaccion 4.21 representa la formacién del complejo formado por ¢ y ac, asi como la
desunion de estas. Ademas, se indica la degradacién del complejo en la reaccidn 4.22.

Proceso de difusién extra/intracelular de AHLe:

D
A m A, (4.23)

donde se representa la difusidn intra (A) y extracelular (Ae) de AHL a una tasa de difusiéon D, y

v C . . .
V.= ﬁ es la relacion entre del volumen de la célula y el externo del medio de cultivo.

4.1.5 Modelo ODE del controlador antitético

A partir de las reacciones bioquimicas indicadas y de la aplicacién de la Ley de Accién de masas
explicado anteriormente, obtuvimos 8 ecuaciones diferenciales ODE (4.24 — 4.31) que
representan las dinamicas de las especies bioquimicas mas importantes del controlador en cada
una de las células i, y se incluye el maximo nimero de parametros modulables.

d[a‘]i 3 PoCnko k_. " 4
at " dam, + a4 &, ollac] + kclo-ao] = (dg + )]o] (4.24)

dlac = Pao CiKao a+ (- aar - E [ollac] + k_.[o - ac] — (dgs + w)[ac] (4.25)
d d 2 k - g '
t | Mye + u kdlux (kdl[?i%]CN> + [A]Z dc
dlo-acl" k_
- k—dc[a][aa] + k_.[o-ac] — (d. + w|o - ao] (4.26)
d[R]' _ PrCykg (1 - a)[a]?
dt — dmgp+ p ( kazo(kasCn) + [0]2) ~ et WIR] (#27)
d[A]! Vo
Ly (72 142) ~ 141) = (s + 1) (4.28)
d[GFP]! _ PeCykg (1 —a)[a]?
= e (Gt 4 o)~ et IO 2%
N
d[A, Vee
el (—N ) + Z[A]) - dlA] (430)
i=1
dN N
2 wfs -5
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La ecuacion 4.24 representa la evolucion temporal del factor 620, indicando los procesos en los
gue interviene junto a los pardmetros necesarios en cada paso. La ecuacién del factor Anti-c20
(4.25) reproduce el comportamiento de esta molécula, donde su promotor inducible incluye la
funcién de Hill de activacién. Asimismo, las especies LuxR (4.27) y GFP (4.29) se modelan con
dicha funcién, ya que dependen de un promotor inducible.

Ademas, la ecuacidn 4.26 expone la evolucién temporal del complejo (620-ac20). Por su parte,
las ecuaciones 4.28 representa la difusion de AHL interna en una sola célula, mientras que 4.30
representa a AHLe de toda la poblacién de N células. Ambas representan la difusién pasiva de
estas moléculas dentro y fuera de la célula, con un factor proporcional a sus volimenes Vcell y
Vext respectivamente. Finalmente, la ecuacién 4.31 reproduce el crecimiento celular de N
células en el medio.

Todas de las ecuaciones cuentan con las tasas o ratios de transcripcidn, traduccién, disociacién,
etc., pertenecientes a cada proceso y estan enumeradas en la Tabla 3.1.

Asimismo, este modelo se elaboré teniendo en cuenta las siguientes asunciones:

- Se asumid que algunas reacciones ocurren mucho mds rdpido que otras; por ejemplo,
la transcripcidon toma alrededor de 5 minutos en E.coli, mientras que la traduccion dura
alrededor de 30 — 50 minutos. Por lo que la transcripcion es lo suficientemente rapida
en comparacion con la traduccidn, y solo se considera la dindmica de las proteinas.

- Launidn/separacion de moléculas que forman factores de transcripcion son reacciones
rapidas, por lo que no se modelaron explicitamente.

- El ndmero de ARN polimerasa (ARNp) se considera constante. Ademas, la cantidad de
nucledtidos afiadidos por cada ARNp por unidad de tiempo también es siempre
idéntico. Por lo tanto, la transcripcién constitutiva consistiria en una Unica reaccion
(4.32) y una sola especie bioquimica (mARN). En la constante cinética se incluyen las
demas (ADN y ARNp). Sin embargo, sin asumir estos supuestos, consistirian en tres
reacciones y las tres especies bioquimicas mencionadas.

Cr
® — ARNm (4.32)

- La traduccion no es un proceso simple (Alberts et al., 2009). Se modela como una
reaccion irreversible con una tasa de traduccion media que tiene en cuenta el hecho de
gue la unidn de los ribosomas al RBS es reversible, y varios ribosomas pueden traducir
una Unica copia de ARN mensajero simultaneamente.

- Asimismo, se considera constante el nimero de ribosomas y aminoacidos y no se tienen
en cuenta en la traduccidn, resumiendo el proceso en una sola reaccién (4.33) con dos
especies.

P
mANR — mARN + prot (4.33)

- La maduracidn proteica se incluye dentro de las tasas de traduccidn.
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- La degradacién y la dilucién debida al crecimiento celular se consideran para todas las

especies, incluido el ARNm, con las correspondientes tasas de degradacién, y tasa de

crecimiento especifico (u).

- Paracada promotor, la activacién o represién de la transcripcion mediada por un factor

de transcripcion se modela utilizando una funcién similar a la de Hill con la modificacidn

propuesta en Trabelsi y otros (2018). Esto explica el hecho de que el nimero de FTs y

los sitios de unidn escalan con el nimero de copia del plasmido.

Finalmente, todos los parametros del modelo ODE (4.24 — 4.31) se encuentran recogidos e
identificados en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1. Parametros del modelo ODE del controlador antitético.

Parametros Descripcion Valor Unidad Referencia

vl Tasa de crecimiento especifico 6.9x 1073 min? Boada Acosta, 2018

a Expresidn basal 0.01 adim Boada Acosta, 2018

B Expresion basal 1.5 adim Boada Acosta, 2018

Cn Numero de copias plasmido 10 copias Boada Acosta, 2018

D Tasa difusion AHL 2 mint Boada et al., 2017

ks, kao Tasa de transcripcién 1.98 min! Annunziata et al., 2017
kg, ke Tasa de transcripcion 0.78 min?t Boada et al., 2017

pc Tasa de traduccion 3 min? Annunziata et al., 2017
PaC Tasa de traduccion 3.17 min? Annunziata et al., 2017
PR Tasa de traduccion 2.34 min?t Boada et al., 2017

Ps Tasa de traduccion 2.24 min?t Boada et al., 2017

dr Tasa de degradacién proteica 0.02 mint Boada et al., 2017

de Tasa de degradacion proteica 0.003 min? Boada et al., 2017

dc Ratio de degradacion (c-ac) 0.001 mint Annunziata et al., 2017
da Tasa degradacién intracelular 4x10* min?t Boada et al., 2017

dae Tasa degradacién extracelular 4.8 x10° min?t Boada et al., 2017

kdao Constante de disociacién p20 200 moléc Annunziata et al., 2017
kdiux Constante de disociacién plux 600 moléc Boada et al., 2017

kd. Constante de disociacion c-ac 2.41 moléc Annunziata et al., 2017
kdra Constante de disociacién (R-A)2 20 moléc Boada et al., 2017

kdo Constante de disociacién dimeroc | 10 moléc Annunziata et al., 2017
K_¢ Tasa de disociacion (c-ac) 0.07 min! Annunziata et al., 2017
ke Tasa de asociacién (c-ac) 0.17 min! Annunziata et al., 2017
dms, dm,o, dmg, dmy, dmq | Tasa de degradacion ARNm 0.231 min Boada et al., 2017

ds, dac, dy, dq Tasa de degradacion proteica 3x10* min Boada et al., 2017

Veell Volumen de E.coli 1.1x10% | L Bionumbers

Vext Volumen del medio de cultivo 200x10°% | L Boada Acosta, 2018

4.1.6 Simulaciones computacionales del controlador antitético

A partir del modelo ODE generado en el apartado anterior y utilizando los valores establecidos

para cada uno de los parametros (Tabla 4.1), se obtuvieron las simulaciones computacionales

del comportamiento del controlador antitético disefiado (Figura 4.3). Como se puede observar,

todas las especies comienzan con una concentracién inicial emulando el estado inicial de la

célula pre-incubacién. Las simulaciones muestran el comportamiento del controlador antitético

tanto en bucle abierto (0 a 6 horas) como en bucle cerrado (6 a 16 horas).
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Figura 4.3 Simulaciones del modelo ODE. Las primeras seis grdficas representan el comportamiento de
las especies del modelo: 620, Anti-o, complejo o-Anti-c, AHL y AHLe, LuxR y GFP; con respecto al tiempo.
Tras 6h se induce AHLe emulando el comportamiento del controlador en bucle cerrado. La ultima grdfica
representa el crecimiento celular con respecto al tiempo, partiendo de una OD inicial de 0.1.

AHL/AHLe

La induccion de la molécula AHL provoca una variacién en la dindmica de todas las especies
bioquimicas ya que se inicia la regulacion de bucle cerrado, activando el controlador antitético.

En la gréfica de AHL/AHLe podemos observar su aumento drastico de concentracion tras la
induccion. La molécula AHLe se difunde pasivamente por la membrana plasmatica con la
finalidad de igualar las concentraciones intra y extracelulares. Por tanto, la dindmica de ambas
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especies es similar. También podemos destacar la leve bajada de concentracidon que sufrieron
estas con el paso del tiempo, debida a la formacién del complejo (LuxR-AHL),y su degradacion.

020, ac20, complejo (520-ac20)

e El factor 020, representado en la primera grafica izquierda, conté con un crecimiento
continuo hasta la induccién a las 6 h. Esta acumulacién de 20 libre se debe a su tasa
constante de sintesis gracias al promotor constitutivo. Tras la induccién, sufrié una
alteracién de la dinamica, disminuyendo drdsticamente su concentracion. Este suceso
se debe a la activacion del controlador antitético, que favorece la sintesis del factor Anti-
G20, y por tanto, el secuestro molecular de ¢20.

e El factor Anti-620 se mantuvo ausente en la etapa inicial del experimento (0 a 6 horas).
Sin embargo, sufrié un aumento tras la induccién de AHLe dado que el factor de
transcripcion (R.A), implementa la realimentacién que activa su sintesis. Su
concentracién volvid a bajar rapidamente y no alcanzé valores altos por la gran rapidez
de formacion del complejo (620-ac20).

e El complejo (620-ac20) comenzd a formarse con la sintesis del factor ac20. Consiste en
el reclutamiento del factor 620 por parte del Anti-620, provocando la aniquilacién de
ambas. Por ello, en la etapa inicial hubo ausencia de complejo, aumentando
rapidamente y estabilizdndose tras la induccidon de AHLe.

LuxR

La especie libre LuxR experimentd un crecimiento hasta una concentracion constante, ya que el
factor 520 favorece su sintesis junto con GFP, mediante el promotor inducible P20. Tras la
induccion de AHLe, la concentracién descendié de manera drastica debido al reclutamiento del
factor 620 y formacion del complejo 620-ac20, dificultando la unién de 20 al promotor, asi
como de la constitucion del factor de transcripcion (LuxR-AHL),.

GFP

Las moléculas de GFP experimentaron un comportamiento parecido al de LuxR ya que se
coexpresan dado que tienen el promotor inducible por el factor 620. En la primera etapa (hasta
las 6 h) alcanzd una concentracidén constante. A partir de la induccion de AHLe experimentd una
bajada, menos acentuada que la de LuxR dado que su tiempo de maduracion es mayor. Este
decrecimiento solo es debido al reclutamiento del factor 20. De este modo, la concentracion
de GFP (proteina objetivo o de interés) se mantiene estable a una concentracion deseada tras
responder al estimulo de forma rédpida.

Crecimiento celular

La ultima grafica de la Figura 4.3 representa el tipico crecimiento bacteriano. En ella se puede
observar tanto la fase de latencia como la exponencial, cuya tasa especifica de crecimiento
corresponde con 0.011 min™.

Tras realizar todos los pasos del disefio, observamos que el modelo reproduce el
comportamiento esperado para el controlador antitético, puesto que se reflejé la aniquilacién
de las proteinas del grupo ECF, asi como el mantenimiento de la concentracién de la proteina
objetivo, GFP. Por ello, se procedid a realizar la construccién del controlador.
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4.2 Construccion del controlador antitético

Una vez disefiado correctamente el circuito genético, el siguiente paso fue ensamblar las
biopartes seleccionadas en E.coli fue el siguiente paso a seguir. Todos los plasmidos fueron
ensamblados mediante la técnica GoldenBraid.

La nomenclatura de los pldsmidos se realiza como: pXXKA12, por ejemplo, donde p corresponde
a pldsmido, XX a las iniciales de quien los construye, K al antibidtico de resistencia, A al plasmido
de destino utilizado, 1 al nimero de plasmido y 2 al orden de construccion. Por lo tanto, el
pldsmido pAFKA11 nos informa de que es un plasmido construido por Ana Fraile, que resiste al
antibiético Kanamicina (Km), implementado en un vector al y que fue el primero en orden de
construccion. Por su parte, el que contenga la B indicard que se implementé en un plasmido .
Asimismo, aquel que contenga una O indica la implementacion en un plasmido Omega.

4.2.1 Construccion de las unidades transcripcionales. Plasmidos de Nivel 1

Todos los plasmidos de Nivel 1 construidos se recogen en la Figura 4.4 y fueron implementados
en el laboratorio de forma exitosa, con la finalidad de emplearlos en los niveles posteriores.
Cada uno de ellos fue disefiado y construido para obtener una unidad transcripcional
provechosa en los circuitos finales, es decir, tanto el Nivel 1 como el 2, son pasos intermedios
construidos con el objetivo de obtener la UT necesaria para la construccidn del dltimo nivel. Por
ejemplo, el ensamblaje de los plasmidos pAFKB12 y pAFKB21 estaba pensado para su posterior
unién, que daria lugar a la formacion del pldasmido pAFSO13 (Figura 4.5), utilizado seguidamente
en la construccién del pldsmido final.
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Figura 4. 4 Construcciones de las unidades transcripcionales en pldsmidos Nivel 1. Los promotores
utilizados son tanto constitutivos (J23106) como inducibles (P20 y R0062 o Plux). a) Corresponden con las
unidades transcripcionales ensambladas en plasmidos de destino al, cuyos genes son gfp, anti-c20y 20,
respectivamente. b) Unidades transcripcionales de Nivel 1 ensambladas en plasmidos a2, con el objetivo
de poder unirse a los anteriores en el siguiente nivel. c) Construcciones correspondientes a los bicistrones,
ensamblados en los plasmidos B1 (dos de la izquierda) y B2 (dos a la derecha).

4.2.2 Ensamblaje de dos unidades transcripcionales. Plasmidos de Nivel 2

Todos los plasmidos disefiados fueron contruidos de forma digital mediante el software
Benchling, sin embargo, a partir del Nivel 2, la declaracion extraordinaria del estado de alarma
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en nuestra sociedad impidié realizar el ensamblado del ADN de manera presencial en el
laboratorio tal y como estaba previsto.

Asimismo, la unién de los plasmidos de Nivel 1 en los pldsmidos de destino de Nivel 2 estan
disefiados con la finalidad de obtener unos plasmidos de Nivel 3 cuya funcidn sea la deseada, es
decir, son pasos intermedios disefiados con el objetivo de obtener la construccidn de ultimo
nivel. Por ejemplo, el plasmido pAFSO13 es una de las unidades transcripcionales del circuito
final, puesto que el promotor inducible P20 regula la sintesis de gfp y luxR. Este pladsmido
ensamblado junto con pAFS023, da lugar a la formacion del circuito final representado en la
Figura 4.5.
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Figura 4. 5 Combinacion de unidades transcripcionales en plasmidos de Nivel 2. a) Construcciones con
pldsmido de destino €21, cuya estructura recoge la union de dos unidades transcripcionales anteriores. b)
Pldasmidos correspondientes al ensamblaje en (22.

4.2.3 Construccion del circuito genético (nivel 3/ciclo de ensamblaje)

El objetivo final de la construccion de los niveles anteriores es, definitivamente, llegar a construir
el circuito cuya funcionalidad es especifica del disefio planteado previamente, mediante
ensamblaje de los plasmidos de Nivel 2 en un plasmido de destino de Nivel 1. Los nombres de
estos pldsmidos son exactamente iguales a los del Nivel 1 ya que sus caracteristicas son
semejantes, sin embargo, hemos afiadido una F entre los dos nimeros para indicarlo como final.

En este trabajo, perseguimos el objetivo de formar un circuito cuya funcién sea el control de la
concentracién de un metabolito o proteina. Para ello, se habia explicado la necesidad de
utilizacion de motivos antitéticos. Finalmente, el plasmido disefiado para su implementacién en
E.coli fue pAFKA1F3 (Figura 4.6).

P20 ggo3p B0030 Boo15 10062 BO03O B0015 J23106 B0030 BOO15
QA @I Q el [ Qs T
pAFKATF3

Figura 4. 6 Representacion del plasmido final del controlador antitético. Mediante el ensamblaje
GoldenBraid se consigue la construccion con los cuatro genes y los elementos necesarios de las unidades
transcripcionales en un pldsmido al. Cuenta con un promotor constitutivo que favorece la expresion
constante del gen 620, un promotor inducible (P20) por dicho factor que provoca la transcripcion de luxR
y gfp y finalmente, un promotor inducible (R0062) por el complejo (LuxR-AHL); que permite la sintesis del
factor Anti-520, motivo regulador.
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Ademads de construir el pldsmido pAFKA1F3, que cumple la funcionalidad deseada, se disefiaron
otros plasmidos (Figura 4.7) para complementar la caracterizacion e incluso observar nuevos
comportamientos. El circuito sintético pAFKA1F1 fue especialmente disefiado para caracterizar
la relacién de unién de 20 con el promotor que regula como ligando el promotor P20.
Seguidamente, el circuito pAFKA1F2 fue disefiado para caracterizar la relacién de aniquilacion
entre las proteinas 620 y Anti-520. El circuito pAFKA1F4 consta de un controlador represor de
Anti-620, es decir, otra funcionalidad del controlador antitético también utilizada para mantener
la concentracién de una proteina o metabolito en los niveles deseados. Finalmente, el plasmido
pPAFKA1F5 es una segunda versién del pAFKA1F4, cambiando la fuerza del RBS.

Dada la interrupcién de asistencia al laboratorio por el estado de alarma, la construccion
plasmidica de los Niveles 3 solamente fue desarrollada a nivel virtual mediante el programa
Benchling, indicando como seria su estructura a nivel experimental.
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Figura 4. 7 Construcciones complementarias a pAFKA1F3. Ensamblajes de varias UT en plasmido a1.

4.3 Aplicabilidad del controlador antitético

En este proyecto y como aplicacidn del circuito genético propuesto, se desea mantener la
concentracién de una proteina o metabolito de interés a una concentracién definida, sin afectar
al crecimiento celular.

Dada la interrupcién de asistencia al laboratorio por el estado de alarma, ha sido imposible
construir el circuito genético completo, asi como realizar de modo presencial en el laboratorio
el test de los circuitos construidos para la obtencion de los valores experimentales de los
parametros. Por ello, y para poder cerrar el ciclo metodolégico de la biologia sintética, asi como
intentar alcanzar nuestro objetivo de optimizar el proceso de producciéon de una proteina o
metabolito a concentracion deseada, tomaremos estos valores del ejemplo publicado
recientemente en (Boada et al.,, 2020) sobre la regulacién de naringenina mediante un
controlador antitético. En primer lugar, describimos y discutimos este ejemplo de produccion
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de naringenina mediante controlador antitético (Boada et al., 2020). A continuacion,
procedemos a la optimizacion de los parametros.

Se utilizé este circuito para la regulacién de la produccién de naringenina y de su enzima
precursora CHS en su red metabdlica. Concretamente, para la optimizacién in silico del
controlador utilizando el enfoque multiobjetivo descrito en Materiales y métodos, se
modificaron algunos de los pardmetros del modelo ODE recogidos en la Tabla 4.1. Como
resultado se obtuvo un controlador antitético mds robusto, y que maximiza la produccién de
naringenina sin afectar al crecimiento celular.

4.3.1 Regulacion de la via metabdlica de naringenina mediante el controlador
antitético

La sobreproduccién de metabolitos a nivel industrial se encuentra muy demandada
actualmente. No obstante, la naturaleza suele optimizar sus recursos para sintetizar aquella
cantidad justa que sea necesaria. Por lo cual, es imprescindible servirse de la modificacidon de
vias de sintesis cuya produccién se adapte a nuestras necesidades, aumentando su rendimiento
(Liu et al., 2018).

En Boada et al. (2020), la ruta metabdlica genera el metabolito naringenina (y otros sucesivos
tras su derivatizacidn). La naringenina pertenece al grupo de los flavonoides, una subclase de
fenilpropanoides correspondientes a una familia importante de productos naturales de origen
vegetal, y cuyas aplicaciones son variadas. Podemos destacar su papel en la industria
farmaceutica ya que contiene propiedades interesantes como por ejemplo, antidislipidémicas,
antiobesidad y antidiabéticas, asi como antifibréticas (Liu et al., 2008; Rahigude et al., 2012;
Zygmunt et al., 2010).

La produccién y fermentacién microbiana de la naringenina no es viable en cantidades
industriales, dado que solamente se han alcanzado concentraciones mdaximas de 200 mgL™
(zhou et al., 2019). En este estudio se propone regular y optimizar la produccién de este
metabolito utilizando el control de realimentacion mediante motivos antitéticos para alcanzar
niveles iguales o superiores a 1 gL

La sintesis de naringenina consta de cuatro pasos enzimaticos de derivatizacién del precursor L-
tirosina. El tercer paso, catalizado por la enzima naringenina chalcona sintasa (CHS) requiere
malonyl-CoA, metabolito esencial utilizado en la produccion de 4cidos grasos y que cuenta con
un papel importante en el metabolismo celular. Generalmente, las concentraciones de malonyl-
CoA suelen ser bajas (4-40M en E.coli) y estan sujetas a fluctuaciones causadas por la
heterogeneidad del entorno celular (Johnson et al., 2017; Xu et al., 2014). Por ello, se presenta
el objetivo de obtener una produccién dindmica justo a tiempo, sin promover su acumulacion
gue provoca toxicidad.

En Boada et al. (2020), el controlador antitético regula la sintesis del enzima CHS, y por tanto, la
sintesis de naringenina, e incluye un biosensor extendido (Figura 4.8) capaz de detectar la
concentracidn de naringenina y reestablecer un control automatico de activacion o inhibicidn
de la produccion de CHS frente a las fluctuaciones de malonyl-CoA, que es uno de los sustratos
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necesarios para la naringenina. Es decir, el objetivo es establecer una linea base de produccion
de naringenina y mediante el biosensor reestablecer el control de realimentacién para regular
la produccion del metabolito, mientras hace frente a las fluctuaciones.

El biosensor metabdlico extendido de la Figura 4.8 utiliza el metabolito descendente kaempferol
como sustituto de la naringenina. El kaempferol a su vez captura el factor de transcripcion QdoR,
que reprime la expresién de la molécula Anti-520 por medio de la regidn promotora qdoR-Pqdol
(Siedler et al., 2014). De esta manera, el aumento de los valores de naringenina producird un
aumento de los valores de Anti-c20. Asi, el biosensor a partir de la naringenina genera una seiial
de entrada al sensor qdoR-Pqdol, y la sefial de salida procedente de la Anti-c es realimentada al
controlador, implementando en bucle cerrado el control antitético del metabolito de interés.
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Figura 4. 8 Control de la produccién del metabolito naringenina. El inductor externo AHL y la produccion
constitutiva de LuxR favorecen la formacion del factor de transcripcion (LuxR-AHL)2, provocando la sintesis
del factor 620 gracias a su promotor inducible Plux. 620 impulsa a su vez, la produccion del enzima CHS.
CHS junto con malonyl-CoA permiten la sintesis de la naringenina. Esta ultima se derivatiza en compuestos
como el Kaempferol. Por ello, el biosensor extendido detectard la cantidad de Kaemperol disminuyendo la
inhibicion del factor Anti-c20 y favoreciendo la reaccion de secuestro del factor ¢20. Por tanto, en
presencia de Kaempferol ocurre la aniquilacion de factores, disminuyendo la sintesis de naringenina,
cuando este metabolito no estd presente, se favorece su sintesis.

4.3.2 Optimizacidn de parametros del modelo

En Boada et al. (2020), se utilizé el circuito disefiado en este trabajo para la regulacién de la
produccidn de naringenina y de su enzima precursora CHS en su red metabdlica, pero sus partes
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no estdn optimizadas. Los pardmetros del modelo del controlador antitético generado en el
apartado 4.1, mas el modelo de la ruta metabdlica de naringenina (Boada et al. 2020) fueron
optimizados utilizando el enfoque multiobjetivo, con el fin de obtener un comportamiento
Optimo del nuevo sistema.

La optimizacién nos devolvid 26 soluciones o combinaciones de parametros dptimas, recogidas
en el Anexo |, tras la cumplimentacion de las tres etapas iterativas descritas:

i) Definir el problema multiobjetivo: planteamos tres objetivos que deseamos
optimizar:

- J1: Maximizar la concentracidn de naringenina hasta 1 gL!. Mateméaticamente
es el error relativo entre la concentracién deseada de naringenina, y la
produccién actual es esta.

- J2: Maximizar la estabilidad del bucle cerrado y su respuesta ante las
perturbaciones. Esto es el error relativo de produccién de naringenina cuando
existe el 100% de malonyl-CoA necesario para su sintesis, y cuando se produce
una perturbacién de malonyL-CoA del 60%.

- J3: Minimizar el tiempo de respuesta del sensor y controlador antitético
disefados, es decir, el tiempo de sintesis de CHS y de ac para que la produccién
de naringenina no se vea afectada.

Asimismo, establecimos cinco variables de decisidon o parametros del modelo ODE que son
importantes en el proyecto. En este caso, utilizamos variables faciles de modificar en el
laboratorio, bien seleccionando otra parte basica o el medio de cultivo celular. De acuerdo
al modelo del circuito antitético de las ecuaciones (4.24 — 4.31), visto en la seccién 4.1.5, los
parametros escogidos para optimizar fueron:

- pa: Tasa de traduccion de Anti-520 o fuerza del RBS

- CNa: Numero de copias de Anti-520

- pchs: Tasa de traduccion de la enzima CHS o fuerza del RBS
- CNchs: Numero de copias de CHS

- M:Tasa de crecimiento especifico

i) Realizar la optimizacidén para obtener las soluciones del Frente de Pareto

Tras definir cudles son nuestros objetivos, se realizd la optimizacién mediante el programa
MATLAB®; utilizando el archivo Main.m, que ejecuta los archivos de funcidon de coste y
parametros.

iiii) Seleccionar la mejor solucién del Frente de Pareto

MATLAB® generd 26 soluciones o combinaciones de pardmetros, de las cuales
seleccionamos 4. Los valores de las variables de decisidn modulables se encuentran en la
Tabla 4.2 y las soluciones seleccionadas en la Figura 4.9.
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Tabla 4.2. Valores de los parametros o variables de decision obtenidos de la optimizacion.

Pa (min?) (cccj:;lizzs) Pchs (min) (::)“;;22) i (min?)
Solucién 1 3.0314 9.9920 9.6501 16.9464 0.0085
Solucién 2 2.1620 13.9276 20.000 18.8045 0.0091
Solucién 3 3.3019 10.0986 18.5052 17.0819 0.0094
Solucion 4 2.1620 13.9276 19.8460 12.5088 0.0091

0.7
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0.5

0.4

03

0.2

0.1 4

o

Pardmetros nominales
0.992
32.344
0.828

Solucion
0.986

22.749
0.897

Solucion 3
0.991

14.025
0.957

Solucion
0.994

11.306
0.964

Solucion
0.996

31.882
0.832

® J1: Produccién naringenina (gL )
E1J2: Error naringenina (%)
E313: Tiempo de respuesta CHS (min)

Figura 4. 9 Representacion grdfica de las mejores soluciones de los objetivos. Las soluciones 1, 2, 3y 4
son los seleccionados tras la optimizacion, y los valores iniciales recogidos de la bibliografia se representan
en las barras de parémetros nominales. Las barras representan los resultados de los objetivos en orden (1,
2y3)

Los objetivos obtenidos se recogieron en la Figura 4.9. Como podemos comprobar, los
parametros bibliograficos iniciales (indicados como parametros nominales) no eran los éptimos,
puesto que no se ajustaban perfectamente al objetivo general, es decir, mantener Ia
concentracion de naringenina en 1 gL?, incluso tras la perturbacién de malonyl-CoA. De las 4
soluciones dptimas, las mejores son la 2 y 3. Teniendo en cuenta ambas soluciones, nos
decantamos por la solucidn 2, ya que, aunque el tiempo J3 sea minimamente mayor, el error de
naringenina J2 es menor, y la concentracidon deseada J1 es aproximadamente 1 gL%. Por tanto,
se demuestra que la optimizacidn ha sido util.

Con los valores de los pardmetros del sistema optimizados, se realizd la simulacion de
comportamiento de las especies (Figura 4.10, que sigue el mismo cddigo de colores que la Figura
4.9) para comprobar si este habia mejorado con respecto al inicial.
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Figura 4. 10 Simulacion del sistema con las soluciones seleccionadas de la optimizacion multiobjetivo.
Cada grdfica representa el comportamiento de una especie del circuito genético. Tras la induccion de AHLe
inicia el control de la via metabdlica y reacciona a una perturbacion (reduccion de Malonyl-CoA) a las 40
h, cambiando el comportamiento de las diferentes especies. Las grdficas de factores antitéticos estdn en
escala logaritmica debido a que su concentracion varia hasta 4 érdenes de magnitud en muy poco tiempo.

El comportamiento del sistema observado con los valores optimizados de los pardmetros es el
siguiente:

AHLe

El controlador antitético se pone en marcha cuando se produce la inducciéon de AHLe, cuya
funcion es formar el factor de transcripcidn que inicia la sintesis del factor ¢20.

Malonyl-CoA

La molécula malonyl-CoA es un sustrato imprescindible de la enzima CHS para sintetizar la
naringenina, siendo limitante su concentracién en la via de sintesis. La perturbacién a la que
debe reaccionar el controlador es a la disminucién de concentracidn de esta especie del modelo.
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Alas 40 h, se reduce en un 60% su cantidad, por lo que a partir de este momento se observé un
cambio en todas las especies.

020, ac20, complejo (520-ac20)

e El factor 620 aumentd su sintesis tras la induccion de AHLe ya que promueve la
formacidn del factor de transcripcién necesario. La concentracién del factor 620 libre
fue casi constante en el tiempo, aumentando un poco tras la perturbacién; puesto que
es necesario aumentar la cantidad de naringenina.

e El factor Anti-G20 inicia con mayor cantidad debido que su promotor no depende de la
induccion, y no hay presencia de factor para formar el complejo. Sin embargo, tras
inducir AHLe, bajo drasticamente por el inicio de formacién del complejo (520-ac20).

e Por su parte, el complejo (020-ac520) empezd a formarse tras la induccién de AHLe, ya
que requiere tanto el factor 620 como el ac20.

CHS

La enzima CHS aumentd su sintesis tras la induccién con AHLe debido a que su promotor
inducible depende del factor 620, e intenta mantener a niveles deseados la produccién de
naringenina. Tras la perturbacién con Malonyl-CoA, la sintesis de enzima se incrementd con el
objetivo de aumentar la cantidad de metabolito. Por ello, tras las 40 h se experimenta un
aumento, respondiendo al estimulo.

Naringenina

La concentracién de naringenina es uno de los objetivos principales. Inicia su sintesis con la
induccion de AHLe y se mantiene alrededor de 1 gL aproximadamente. Tras la perturbacién del
Malonyl-CoA, el controlador antitético debe reaccionar y mostrar su estabilidad en bucle
cerrado, manteniendo una concentracion cercana a 1 gL™X. Como se puede observar en la Figura
4.10, el error entre la respuesta y la referencia no es cero, sin embargo, la concentracién de
produccidn es notablemente superior a la que se consigue con otras regulaciones.

Finalmente, de la optimizacion y simulacion podemos destacar que el controlador antitético es
una buena opcidn para utilizar una regulacién interna con un objetivo claro: regular una via
metabdlica determinada. La ventaja evidente que presenta este tipo de control es que evita la
produccidon de proteinas y metabolitos errdneos ya que presenta autorregulacién celular.
Asimismo, su respuesta frente a una bajada drastica de malonyl-CoA es eficiente, manteniendo
la concentracién en niveles cercanos a 1 gL' y en un tiempo razonable.
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5.Conclusiones

En este trabajo, siguiendo el ciclo de la biologia sintética, se ha logrado disefiar, modelar
matematicamente e implementar una parte del controlador antitético propuesto, asi como
optimizarlo en una via de regulacién concreta. Las conclusiones obtenidas en el trabajo son las
siguientes:

- El grupo ECF20 de componentes antitéticos fue adecuado para disefiar el controlador
antitético, cumpliendo la funcién deseada: mantener la concentracién de una proteina
en torno a una concentracién deseada.

- El modelo matematico ODE compuesto por 8 ecuaciones, a partir de las reacciones
bioquimicas de las especies involucradas explicé con mas detalle las interacciones de las
especies del controlador antitético, y demostrd ser mas preciso que los encontrados en
la literatura. Por ello, logré capturar y simular mejor el comportamiento real del circuito
genético.

- Se demostré mediante simulacidn computacional que el controlador consigue mantener
la concentracién de una proteina de interés en torno a valores deseados, incluso cuando
existen perturbaciones en el medio.

- El sistema de ensamblaje GoldenBraid resultd ser eficaz para construir, al menos, una
parte del controlador antitético utilizando las partes bioldgicas del repositorio del
laboratorio S2bclab. Concretamente 11 plasmidos pertenecientes al primer nivel fueron
construidos e implementados con éxito mediante dicho método de ensamblaje. Los
plasmidos fueron transformados en E.coli y forman parte de la coleccion de partes
bioldgicas del Laboratorio de Biologia sintética Sb2clab de la UPV.

- Siguiendo el ciclo de la biologia sintética se optimizd el controlador genético para una
aplicacién de interés biotecnoldgico, puesto que se consiguid maximizar la sintesis de
naringenina, que es un metabolito relevante en la industria farmacéutica.

- Se demostré la optimizacion de los parametros del controlador antitético mediante el
enfoque de optimizacion multiobjetivo y simulacion computacional de su modelo
matematico. En concreto, se maximizé la produccion de naringenina a una
concentracion cercana a 1 gL'! minimizando el uso de recursos celulares en esta ruta
metabdlica como el sustrato malonyl-CoA, y que dos objetivos que aln no se han
conseguido a nivel de industria biotecnoldgica.

Finalmente, como lineas futuras de estudio, seria conveniente incorporar al controlador
antitético otro circuito genético que active y regule la produccion de la lactona AHL cuando esta
se esté degradando, ya que la realimentacién y el bucle cerrado necesarios para el controlador
antitético dependen de esta molécula. De esta forma la autorregulacion de AHL estaria
asegurada.
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Anexo |: Resultados de la optimizacion

La optimizacion fue llevada a cabo para obtener las mejores soluciones de tres objetivos
concretos: (J1) la produccién de naringenina, (J2) el error de naringenina tras la produccién y
(J3) el tiempo de respuesta del enzima. Asimismo, se propusieron 5 variables de decisién que
serian faciles de modificar en el laboratorio. Las gréficas Frente Pareto de las 26 soluciones se
encuentran en las Figuras 1 y 2. De ellas, 4 fueron seleccionadas como las mejores (seccion

4.3.2).

Figura 1. Frente Pareto obtenido de la optimizacion de pardmetros. Cada punto representa una de las
soluciones de las 26 obtenidas para cada objetivo, siendo mejor aquella que aumente la produccion de

naringenina y se aleje menos del punto ideal (0,0).

Figura 2. Soluciones de Frente Pareto obtenidas para las variables de decision. Cada variable de decision
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1 BACKGROUND

Natural cells preserve robust growth and endure environ-
mental changes by dynamically adapting cell metabolism by
means of complex regulatory networks [6]. However, these
complex regulation strategies are the result of years of evo-
lution and they are not compatible with production levels
demanded by the industry. Major improvements in yield,
titer, and productivity can be achieved by balancing pathway
gene expression. There are mainly two different ways of
doing this balancing: static control, and dynamic pathway
regulation.

Static pathway regulation strategies (Figure 1A) are opti-
mized for a particular situation, and therefore they are inca-
pable of responding to growth and environmental changes
that occur during fermentation in a bioreactor [10]. Dy namic
balancing addresses the robustness pitfalls of static control
through the application of feedback and feedforward regu-
lation (Figure 1B). This makes it possible to obtain higher
titers as compared to static regulation [9]. Despite a growing
number of success stories, engineering dynamic control re-
mains extremely challenging [5]). Moreover, the performance
specifications for synthetic gene circuits and components
change significantly with variations in parameters such as
temperature, host crganism, growth media formulation, and
position of the genes in the genome [8]. Model-based design
relying on the principles of control engineering can provide a
powerful formalism to engineer dynamic control circuits and
address these challenges. These, together with the tools of
synthetic biology, can lead to robust and efficient microbial
production at industrial levels [6, 8].

2 METHODS

In this work, we propose using a multiobjective optimization
(Figure 1C) approach to optimally tune a recently devel-
oped dynamic pathway regulation strategy [4]. The meta-
bolic pathway is a phenylpropaniod pathway to produce the
metabolite Naringenin (Figure 1A). The controller used to
regulate the pathway is the novel antithetic controller [1] in
combination with our recently proposed extended metabolic
biosensor [4] (Figure 1B). These two pieces together imply a
complexity that needs several objectives to be fulfilled simul-
taneously (Le. low titer error, fast response to perturbations,
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parametric robustness, and closed-loop stability among oth-
ers). In general, these objectives are in conflict and a trade-off
must be reached. Multiobjective optimization has shown to
be a valuable tool in these situations [3]. With the dynamic
system model at hand (developed in [4]), the following steps
are necessary for a successful multiobjective optimization:
i) define the multiobjective problem (objectives to be opti-
mized), ii) perform the optimization to obtain the solutions
(Pareto Front and Pareto Set), and iii) select among the re-
sulting solutions the ones that fulfill the requirements of the
design. The result of this optimization is a set of guidelines
for the implementation of the biosensor and the controller
in vivo. Then, when this approach is combined with a col-
lection of parts previously characterized, the results can be
interpreted as suggestions about how to select parts like
RBS, promoter, plasmid, or enzyme (gene variant) from the
collection.

3 DISCUSSION

Several authors have recently explored approaches to help
in the tuning of the antithetic contraoller [2, 7). Nevertheless,
these models and their level of detail are not enough to assist
in the in vivo implementation of the system.
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