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Biologia sintética

Concepgdo e construgdo novas partes, modulos e circuitos que ndo
existam no mundo natural e tb re-desenhar sistemas bioldgicos ja
existentes de modo a que estes desempenhem novas fungoes

Avancos nha Biologia Sintética
- desenvolvimento de nanotecnologias,

- desenvolvimento nas técnicas de
manipulagdo de dtomos e moléculas

- estabelecimento de modelos
computacionais

- sintese em larga escala de DNA
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Ultimos anos: sintese e utilizagdo rotineira de oligonucleétideos para
PCR (primers) ou como sondas (southern blot) > fragmentos < 200 bp
e de cadeia simples

Actualmente: fragmentos 3-4kb e cadeia dupla; algumas empresas
prometem até 40 kb (pelo menos 1 fragmento de 35 kb ja foi produzido)

Sintetizadores de DNA ~10000 US$
0.70-0.80 US$ / base pair

Craig Venter - prod. sinteticamente as 5386 bp do virus phix174
em 14 dias (alguns erros)

Sintese de DNA > reduz significativamente tempo necessdrio para produzir GMOs



Utilizando um computador, as seq. nucleotidicas disponiveis e encomendando
fragmentos de DNA é teoricamente possivel construir genes e até genomas
inteiros = no futuro genomas simples poderdo ser rotineiramente sintetizados
ou reconfigurados de modo desempenharem funcoes especificas

.

Potenciais aplicacoes: prod. de enegia, bio-remediagdo, industria farmaceutica,
agricultura etc.

Possibilidade de “ler” o cédigo genético

. 3

Possibilidade de “escrever” o codigo genético

(uma letra de cada vez)

Vida artificial

Problemas éticos = quase tantos como as potenciais aplicagdes; ndo ha regulamentagdo especifica



Partes padronizadas > modulos - circuitos = introduzidos num chassis >
sistema complexo
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Biologia sintética trabalha abaixo do nivel do gene, ao nivel do coddo,
identificando e modificando coddes de modo a construir novos
conjuntos de informagdo

64 codoes (43) mas s6 20 aminodcidos > possivel escolher varios
codoes qd se quer exprimir um determinado aa (optimizacdo do coddo)

Ex. um det. coddo pode funcionar melhor em bactérias e outro em plantas, embora
ambas produzam o mm aa

Codigo genético ndo é tdo linear como o codigo de um computador >
genes actuam em rede produzindo proteinas que promovem ou
suprimem a expressdo de outros produtos génicos (sist. de regulagdo
que controla a quantidade e/ou altura em que det. subst. é produzida)

Rede de regulagdo pode ser representada de modo ~ aos diagramas de
circuitos electronicos (em x de via metabdlica temos via genética)

Para alterar uma via genética é nec. re-desenhar e alterar vdrias dreas
diferentes e dp colocd-las num cromossoma sintético



Partes padronizadas (bio-/egos)
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BioBrick™ parts assembly

_ Bio-lego
Hlgate Porgdo de DNA desenhada
E X s P para desempenhar uma fungdo

especifica e que é compativel
com outros bio-legos de modo
a poderem construir-se
moédulos e circuitos que dp
serdo integrados num chassis




Registry of Standard
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MIT - base de dados e repositorio de partes bioldgicas padronizadas, de modo a que
possam ser utilizadas por outros e montadas para gerar sistemas genéticos mais
complexos (mddulos e circuitos)



Chassis

“The candidates for chassis should be well studied organisms with
high throughput genomic and proteomic data available, minimalist in
terms of the subset of genes that will allow retaining viability, and
easy to engineer with the available molecular tools, becoming a
versatile platform for multiple purpose applications”

Escherichia coli

Bacillus subtilis

Levedura (eucarionte)




Project acronym: BioModularH:2
Project full title: Engineered Modular Bacterial Photoploduction of

Hydrogen 4

Proposal/Contract no.: 043340 7an.07- July 2010 gy Contractno: 043340

PROGRAMME

FP6-2005-NEST-PATH

Members of the consortium:

Instituto de Biologia Molecular e Celular (Portugal
Ecole Polytechnique (France)

Universidad Politéchica de Valencia (Spain)
Uppsala Universitet (Sweden)

University of Sheffield (UK)

Weizmann Institute of Science (Israel)



Chassis fotoautotrofico
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Synechocystis sp. PCC 6803

» cianobactéria unicelular ndo-fixadora de N,

~ genoma de tamanho reduzido

» naturalmente transformavel

~ bem estudada (1° genoma de cianobactérias a ser totalmente sequencido)

» vdrias ferramentas moleculares disponiveis
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Synechocystis sp PCC 6803 Chromosome 1

GC Content: 47

Phenotype: Photosynthetic, Ocean carbon cycle, Motile, -
Photoautotroph, Facultative

Size 3573 Kb, 3168 orfs




Biomodular
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\*Develop cyanobacterial chassis

E' Cirquits assembly o Qranobacteria |

HydCI{):,;gen Cyanohact. /
production proloiype Z

oA
GLLIIIIIIIEEL I LI 7S

E Project Management

ID  Dissemination & Exploitation

Andlise in silico
Concepgdo computacional de partes
Concepgdo computacional de mddulos

Sintese de partes
Montagem dos mddulos
Preparagdo do chassis

Caracterizagdo de partes e modulos
Incorporagdo no chassis
Avaliagdo do produto final




Objectivo final
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Chassis cianobacteriano que conjuntamente com os médulos e circuitos
introduzidos utilize eficazmente a energia solar para a produgdo de hidrogénio




Junho 2004 > World 1st Synthetic Biology Conference

2 meses dp > 1° Dept. Biologia Sintética > Universidade da California

~ genomas minimos

» bio-legos

»células artificiais

»modificagdo das vias genéticas / metabdlicas

> expansdo do codigo genético



Craig Venter: 1995 > seq. genoma de Haemophilus influenzae
2003 > 1° virus sintético
genoma humano (CELERA)

TIGR (The Institute for Genomic Research) > projecto do genoma minimo

nimero de genes necessdrios
para que um organhismo sobreviva
em determinadas condigoes

Organismo modelo - bactéria Mycoplasma genitalium (causa inf. urindrias)
517 genes (580.000 bp)
inactivaram os genes 1 a 1 e concluiram que podia sobreviver
com cerca de metade dos genes

C. Venter > versdo sintética do M. genitalium (M. laboratorium) para servir de chassis
para a produgdo de etanol ou H,

B. subtilis > 217 genes dos 4100 podem ser inactivados
E. coli > estudo em curso






clencexpress / www.sciencexpress.org 4 20 May 2010|/ Page 1/ 10.1126/science.1190719

SCienC% Research Article

Creation of a Bacterial Cell Controlled by a Chemically Synthesized Genome
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Celdla bacteriana controlada por um cromossoma sintético



Sintese e montagem de um
genoma de 1 Mbp baseado em
Mycoplasma mycoides

\ 4

Cromossoma sintético (porgoes
1000 bp > 10.000 bp (10kb) >
100 kb > IMbp)

$

Inserido numa célula de M.
capricolum ao qual foi
retirado o DNA

Elements for yeast propagation
and genome transplantation
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Nova bactéria controlada
pelo cromossoma sintético
funciona e reproduz-se

(varias "marcas de agua”)




Drew Endy: Um organismo vivo é como um computador ou uma mdquina composta por
circuitos genéticos, nos quais o DNA é o software que pode ser "pirateado” (hacked).

Cddigo genético é "confuso” e "redundante” - podem ser construidos sistemas
bioldgicos mais simples a partir de pecas (partes) que estdo bem descritas e
caracterizadas (cujo comportamento € previsivel)

Tom Knight > BioBricks™ (partes padronizadas)

International Genetically Engenieered Machine Competition
Vdrias equipas de alunos de todo o mundo competem para criar “the coolest
artificial life-form out BioBricks"”
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45300 - Salicylic Acid Generating Device (SAGD): 45100 - Wintergreen Generating Device (WGD)
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Outros ex. criar mecanismo suicida - cel q se divida + do q 200x > morte
(impedir a formagdo de tumores)



Steen Rasmussen = Protocell

Regquisitos da Protocell: metabolismo que capte e gere energia
molécula ~ ao DNA que armazene informagdo
membrana que delimite a célula

Membrana artificial > monocamada de lipidos

PNA (Peptide Nucleic Acid) em vez de DNA

PNA as mesma bases que o DNA mas a estrutura € peptidica (mais seguro em termos
de risco bioldgico)
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e ONA: 8 (Science, vol. 254 p 1497).




Extractos celulares substituidos por PureSystems:

- 36 enzimas
- ribossomas

- 1RNAs

- co-factores

Components in PURESYSTEM

His-Tagged Transcription /Translation Factors
17 RNA Polymerase
Initiation Factors ( IF1 ,1F2 , IF3)
Elongation Factors ( EF-Tu , EF-Ts , BR.G )
Release Factors (RF1, RF2, RF3)
Ribosome Recycling Factor
20 Aminoacyl tRNA synthetases
Methionyl IRNA transformylase

E. coli Ribosome

E. coli tRNA

Energy Regeneration System
NTPs , Amino Acids , Salts , Buffer




Jay Keasling > Modificagdo das vias genéticas/metabdlicas de modo a produzir
compostos de interesse comercial

- compostos de origem vegetal que devido a sua complexidade nda
possivel/rentdvel a sintese quimica e que qd directamente isolados das plantas sdo
obtidos em quantidades diminutas.

equipa de Keasling particularmente interessada na - potente droga
anti-maldria
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\am Jay Keasling heads Berkeley Lab's new Synthetic Biology Department, the first
. of its kind in the world. In a preview of things to come, he and his research
team are using genetic engineering techniques fo create microbes that can
mass-produce artemisin, which is rare in nature.

http://www.Ibl.gov/Science-Articles/Archive/sb-PBD-anti-malarial.html
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Figure 1| Schematic representation of the engineered artemisinic acid
biosynthetic pathway in S. cerevisiae strain EPY224 expressing CYP71AV1
and CPR. Genes from the mevalonate pathway in S. cerevisiae that are
directly upregulated are shown in blue; those that are indirectly upregulated
by upc2-1 expression are in purple; and the red line denotes repression of
ERG9 in strain EPY224. The pathway intermediates IPP, DMAPP and GPP
are defined as isopentenyl pyrophosphate, dimethyl allyl pyrophosphate and
geranyl pyrophosphate, respectively. Green arrows indicate the biochemical
pathway leading from farnesyl pyrophosphate (FPP) to artemisinic acid,
which was introduced into S. cerevisiae from A. annua. The three oxidation
steps converting amorphadiene to artemisinic acid by CYP7IAVI and CPR
are shown.

A equipa de Keasling sintetizou
vdrios genes que em conjunto
com outros ja existentes na
levedura (chassis) vdo originar
uma nova via para a produgdo de
dcido artimisinico > artimisinina

‘Ro, D.-K., Paradise, E. M. et al.
(2006), Production of the antimalarial
drug precursor artemisinic acid in
engineered yeast. Nature 440,
940-943.



Steven Benner > Modelos de como a vida poderd funcionar utilizando sistemas
genéticos ndo naturais

Moléculas diferentes, mas que como o DNA reproduzem e transmitem a informagdo
genética.

Ex. DNA com 2 bases nucleotidicas artificiais

Conseguiu criar molécula com "6 letras” e dp desenvolveu uma polimerase capaz de
a copiar > esta molécula podera eventualmente suportar a vida noutros planetas

"DNA expandido” menos risco que o DNA normal

Tb jd foi possivel codificar aminodcidos a partir conj. de 4 nucleétidos (em x de
tripletos) 2> n° de coddes passa de 64 > 256
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