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Définition

La Biologie Synthétique est

la conception (design) et la construction de systemes
biologiques nouveaux comme des enzymes, circuits
génétiques et cellules

ou

la reconception (redesign) de systemes biologiques
existants.



Biologie synthétique

Une discipline formelle d’ingénierie biologique

Construire des systemes biologiques pour

Répondre a des questions fondamentales Créer des systemes artificiels pour des
en biologie avec de nouvelles approches applications en technologie et santé
et de nouveaux concepts
Wild type

Final Strains
+ knowledge

AlgaFarm designed, built, operated by A4F
Tubular Photobioreactors > 1.300 m3

Bray et al. 1995 Nature
Benner et al. 2003 Nature



Génomes synthétiques Matériaux
e Tissus biofabriqués, colorants textiles, bioplastiques, biobéton

In the future we won’t
cﬁ%as’

edit genomes—we’ll
just print out new
/A\
AMSIlk

ones
Chaussures biofabriquées : Briques de biociment produit
soie d’araignée synthétique par des bactéries

Why radesigning the hurmibla yeast coukd kick of tha
st sl revolution

Numérique Agro-alimentaire
Stockage, biocomputing Colorants, aromes, conservateurs,
enzymes, agriculture cellulaire,
génie des procédés

Transition environnementale
Biocarburants, molécules plateformes,

! , Santé
développement durable, bioremédiation

It'
||';$\ P .
WA Immunothérapie, médecine personnalisée,

T o o cellules souches, microbiote, diagnostic, vaccins,

bioproduction de médicaments

Cosmétiques et parfums

Parfums, ardbmes, huiles, collagene,
squalane, chimie de spécialité




Le concept de bio-raffinerie

Biomass

Crude Oil (Glucose & other simple sugars)
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Petroleum Refinery Bio- Refinery
Fuels Petrochemicals Bio-fuels Value added

Ethanol, Butanol  Bio-chemicals

Aviation Fuel, Kerosene Olefins and Aromatics for ;i
branched chain alcohols

Gasoline, Fuel Oil polymers, resins, adhesives,
detergents, fibers, lubricants



Biomass

(Glucose & other simple sugars)

Biorefinery Algal biorefinery

Bio-fuels Value added Bio-fuels Value added
Ethanol, Butanol  Bio-chemicals Ethanol, Butanol Bio-chemicals

branched chain alcohols branched chain alcohols



Une source d’énergie abondante, renouvelable et pérenne ?
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Figure 2. Population of the world: estimates, 1950-2015, medium-variant
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2 = Eslimates
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= Compeétition avec I'agriculture

= Demande de nourriture augmente.

Sonrce: United Nations, Department of Economic and Social Affairs, Population Division
(2015). World Population Prospecis: The 2015 Revision. New York: United Nations.



Une source d’énergie abondante, renouvelable et pérenne ?

co,

Nutrients and
microelements

Energie

Molécules carbonées
pour I'industrie

Microalgues: algues vertes, diatomées, cyanobactéries...

— Ces microorganismes photosynthétique constituent une plateforme
biotechnologique de production renouvelable a trés fort potentiel pour I'industrie.



Chlamydomonas reinhardtii
“ .

e Algue verte eucaryote unicellulaire
e Appareil photosynthétique similaire aux plantes

e Photosynthése facultative: croissance sur acétate

e Organisme haploide: facilite la génétique
e Techniques de microbiologie standard, croissance rapide

e Trois génomes sequences et annotés




Biologie synthétique et agriculture
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Genome design
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Soil remediation

Genome editing (\o“
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Nitrogen fixation genome

Wand et al. 2022 Adv Agrochem



Selon les prévisions
de 'ONU, pour
répondre a la
demande agricole de
2050-2070,

nous devons
doubler la
production agricole
annuelle.

TOTAL ACRES
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WORLD GRAIN PRODUCTION
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YIELD POTENTIAL EQUATION
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Cycle de Calvin-Benson

X5P RSP
Light
G3P
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Transketolase

F&P G3P
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DHAP

FBPase 1
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G3P TPI

0n=-n
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Light

13 étapes
11 enzymes

3x RuP Sx ATP

i m 3x ADP
'
O2

3x RuBP
3x CO,
Light Photorespiration
Calvin- Qruthge ) P
Benson Cycle
y Glycolate -
6x3-PGA —
S\ BX ATP
DG +—
ex ADP
6x 1,2-PGA
Light

p— ex NADPH, H*

6x
G3p 6x NADP*

G3P

Adapté de Michelet L. et al., 2013, FIPS



Photorespiration

Mitochondrio

Walker et al. 2016 Annu Rev Plant Biol
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YIELD TOTAL SOLAR INTERCEPTION NVERS N PARTITIONING
POTENTIAL ENERCGY EFFICIENCY N Y EFFICIENCY
Améliorer I'efficacité du Construire des voies

artificielles de fixation du
carbone

cycle de Calvin-Benson

Cycle de
Calvin-Benson

G3P

Mécanismes

Court-circuit synthétique
de la photorespiration

synthétiques de
concentration du

Photorespiration

carbone




Solution 3 « AP3 »:

A- Chlamydomonas
reinhardtii
glycolate
dehydrogenase

B- Cucurbita maxima

malate synthase

C- RNAI contre PLGG1

Court-circuiter la photorespiration

Peroxisome

Chloroplast

.. Glycerate € NAD+
- NAD+ >\ lycerate (l- Hydroxypyruvate
Tartronic-
. semialdehyde ‘\(
4 @ Glycolate —» Glyoxylate

Glyoxylate
NADH

Serine
~

3-P-Glycerate

2-P-Glycolate = Glycolate
k, RuBP

/

Glycine

Rubisco ‘j Q
02
Glyoxylate
Glyoxylate
ko Glycine » Serine
Acetyl- CoA \ \ \
NADH NH, CO,
Malate
CO, Pyruvate % Mitochondria
NADH
NADPH

South et al., 2019, Science



Court-circuiter la photorespiration

Plantes en champs

A (] Leaf H Stem B Total B _
p ' = 14 -
o * -
1 - m 12
55 45 £ 10 4
= o
£ = 35 - v 8 1
R * EjE-FE
s E 15 = 4 7
= 8 n 2 -
i 5_ T T —
T 4]
-2 5 - = N = 0
WT AP3 AP3 SR

wiplgg1 RNA

Plant productivity and photosynthetic performance in 2017 field trials.

South et al., 2019, Science



Concentration du carbone
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Concentration du carbone

Carboxysome synthétique Pyrénoide synthétique minimal
minimal chez le tabac chez Arabidopsis

Carboxysome naturel de

. . Pyrénoide naturel de
Cyanobium marinum PCC7001

Chlamydomonas reinhardltii

Long et al. 2018 Nat Commun Atkinson et al. 2020 Nat Commun



Concentration du carbone: une machinerie complexe

Le protéome du pyrénoide: 190 protéines
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Electron flow (%LEF)

Une machinerie coordonnées sur de
multiples compartiment

PGRL1

Carbon
fixation
RuBisCQ ;

Mitcchondria

Burlacot et al; 2022 Nature



Ameliorer le cycle de Calvin-Benson

Surexpression SBPase

Blé
+40% Biomasse et poids grains
Driever et al. 2017 Phil Soc Trans

¥5P 3x RuP 3x ATP

R5P

Surexpression Rubisco
G3p 3x RuBP 3% CO
X2 Riz
Calvin- E’O% D:N . 2020 Nat Food
ang et al. at Foo
DHAP Benson 6x 3-PGA
Surexpression e - cycle 6x ATP I\Ilaif
SBPase+FBA exapp | ¥30% DW
6x 1,3-PGA Salesee-Smith 2020 Nat Commun
Iggoa/cDW F1,6P - 6x NADPH, H*
o A, GAPDH
Simkin et al. 2017 J. Exp. Bot OHAP * _
G3P 6x 6x NADP
Arabidopsis G3P
+71% DW G3P
Simkin et al. 2015 Plant
Biotechnol J.

Adapté de Michelet L. et al., 2013, FIPS



X5P

s7p

51,7P

F&P G3P

F1,6P

DHAP
G3P

X5P E4P

3x RuP 3Ix ATP

(PrK) 3x ADP

3x RuBP

x CO,
- R O /
Calvin-

Benson  exzrea

bx ATP
cycle
bx ADP

6x 1,3-PGA
6x NADPH, H'
6x NADPY
Bx
G3P

G3P

Rubisco
Taylor et al. 2001 JBC



Project Leader

Ribulose-5-phosphate 3-epimerase Julien
Unpublished, PDB: 7blw Henri
MCU SU
L0,
el VL - Ribose-5-phosphate isomerase
SE3% phosp

Le Moigne et al. 2020 IIMS
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Sedoheptulose-1,7- blsphosphata
Gutle et al. 2016 PNAS
Unpublished, PDB: 7b20
5p 3x RuP 3Ix ATP
R5P
R ety Sl _' 3x RuBP ‘ﬁ

s

G3P 3x CO, Rubisco
s17p b)) ——— Taylor et al. 2001 JBC
X5P @ Calvin-
. DHAP Benson 6% 3-PGA
6X ATP
Transketolase F6P 3P CVCIE \
Pasquani et al. 2017 BBA

bx ADP [
\.'ld?ﬂn

R

5() 2 & 8%+ / F1,6P 6% NADPH, H'
i _
%O ’J Ga) oA A, GAPOH Phosphoglycerate kinase
o .
\ & k %}7; . "“f 6% NADP* Unpublished
‘ G3P &x
o G3P

PR Py

Fructose-1,6-bisphosphatase G3P hedids éfﬁﬁr
Model % 5355

ol .

o

@fﬁl? ey 87 r",ﬁ Glyceraldehyde-3-
G gl Jk%f)‘ éb phosphate dehydrogenase
Fructose-1,6-bisphosphate aldolase st Unpublished

Le Moigne et al. 2022 J Struct Biol Triose phosphate isomerase

Zaffagnini et al. 2014 Mol Plant



Structures cristallographiques de 3 homodimeres de PRK

Synechocystis PCC6803

Aligned to Synechocystis:
RMSD=0.852A

Arabidopsis thaliana
Aligned to Synechocystis:

RMSD=0.738A

Aligned to Chlamydomonas:
RMSD=0.561A

Gurrieri et al. 2019 PNAS
Henri et al. in preparation

Collaboration 2 y)
Simona Fermani, Paolo Trost - &
University of Bologna, Italy



Description des 11 enzymes a I’échelle atomique

CrRuBiIsCO

CrTRK

PsFBPase
CrGAPDH

PpSBPase
CrTPI



Project Leader

Marchand

Modification redox des protéines chez Chlamydomonas i Christophe

1188
TRX targets

Lemaire et al. 2004 PNAS
Pérez-Pérez et al. 2017 Mol Plant

tathionylatic

225
glutathionylated proteins

Michelet et al. 2008 JBC
Zaffagnini et al. 2012 Mol Cell Prot

" IR1CNRS

" sNO
nitrosylatior

492
nitrosylated proteins

Morisse et al. 2014 ARS



Régulation multi-échelle du cycle de Calvin-Benson
Modifications redox post-traductionnelles

disulfide exchange

CrPRK nitrosylation
nitrosylati(o:r: RPE glutathionylation
CrRuBisCO _
glutathionylatior
CrRPI : nitrosylation

91 cystéines
modifiées
échanges dithiol/disulfure
glutathionylation
nitrosylation

CrTRK

glutathionylation
nitrosylation CrPGK

glutathionylation
nitrosylation

PsFBPase
disulfide exchange
glutathionylation
nitrosylation

8¢ CrGAPDH
disulfide exchange
glutathionylation

PpSBPase

disulfide exchange
nitrosylation CrFBA

CrTPI

nitrosylation

glutathionylation
nitrosylation Pérez-Pérez et al. 2017 Mol Plant



Régulation multi-échelle du cycle de Calvin-Benson

Phosphorylations

CrRPE CrPRK 5204, 5281
S50, T220, S239 _
” CrRUBISCOggg 107
' T471
CrRPI Sy X T
T61, S87 bty
S51, S451, T610, S669
CrTRK
Au moins 27 sites
de phosphorylation
sur 8 enzymes
PsFBPase
CrGAPDH

SBPase
S110, T114, S119, T306, S307, T309, T310

CrTPlgog
CrFBA854, T57. S64. S170. S176 Wang et al. 2014 Mol Cell Prot



Régulation multi-échelle du cycle de Calvin-Benson
Complexes multi-protéiques

CrRPE CrPRK

CrRuBiIsCO

CrRPI

CrTRK
CrPGK

PsFBPase ‘
“ CrGAPDH

Rault et al. EurJB 1993
Siss et al PNAS 1993
CrTPI Teige et al EurJB 1998
Anderson et al Planta 2005

PpSBPase



Régulation multi-échelle du cycle de Calvin-Benson
Complexes multi-protéiques

CrRPE

CrRuBiIsCO

CrRPI

CIrTRK

PsFBPase
CrGAPDH

PpSBPase

Rault et al. EurJB 1993
Siss et al PNAS 1993
CrTPI Teige et al EurJB 1998
Anderson et al Planta 2005



Biologie Synthétique: un nouveau chassis
Chlamydomonas reinhardtii

e Algue verte eucaryote unicellulaire
e Appareil photosynthétique similaire aux plantes

e Photosynthése facultative: croissance sur acétate

e Organisme haploide: facilite la génétique
e Techniques de microbiologie standard, croissance rapide

e Trois génomes séquenceés et annotes

Outils de biologie moléculaire:

promoteurs, terminateurs, marqueurs de selection,
rapporteurs...

RNA silencing, microARN artificiels, CRISPR/Cas9...

Il faut des outils standardisés pour construire



Assemblage standardisé Golden Gate
= Modular Cloning (MoClo)

Natural / synthetic genetic element

CLONING (PCR, synthesis) to level 0 plasmid

&=D,

PARTS

L&D @2p, =D

Standardized
parts of genes

Level 0
PCMO-xxx

]

=T

adr=E d= D 1 » [ I N



Un kit MoClo pour Chlamydomonas

120 briques pour une utilisation “Plug and Play”

DS 3'UTR + Ter

c
|33|i||34n|35

Promoter

5UTR | 5UTR/CDS
A1 H A2 H A3 B1 B2

B

[3\T

B AN > B

A1-A3 B2 B2 B3-B5 B2 B3-B5 B6-C1
NIT1 PSAD BTUBZ i1 CTP PSAD AphVII NanolLuc Nanoluc 6His tPSAD
NIT1 CTP USPA(i) AphVIIl gluc(i) gluc(i) Strepll tRBCS2
RBCS2 B3 SP cCA CrNptll mVenus* mVenus(i)* 3Myc tpTUB2
VIPP2 I BTUB2 i1 SP BIP2 aadA mVenus(i)* mVenus(i) 3Flag tRPL23(i)
BTUB2 NLS SV40 Ble(i) mVenus(i) mRuby(i) 3HA(K) tCA1
THI4 B3-B4 MTP H70C(i) Ble(i)-GFP, mRuby2(i) mCerulean(i) HA tRPS29
BTUB2 i1 MTP AtpA mCerulean(i) Clover(i) 3HA
BS Clover(i) mCherry(i)
B4 B4 AphVIl mCherry(i) B5
BTUB2 i SP cCA AphVIll B4-B85 I 6His
B3 ManoLuc Stl’ep—BHiS
B5 NanoLuc Strepll
NLS SV40 B> 3Myc
B3-B4 NanoLuc 3Flag
CrMSPTS1 —— Luc(i
NanoLuc gluc(i) 3HA(K)
ER Ret GUS(i) mVenus* HA
mVenus(i)* mVenus(i)* 3HA
mCherry(i) mVenus(i)
FKBP12 mRuby(i)
NAC2 mCerulean(i)
Clover(i)
o o mCherry(i)
Aujourd’hui
>350 briques Crozet et al. 2018 ACS Synth Biol

De Carpentier et al. 2018 Front. Plant Sci.



Biologie Synthétique de la fixation du Carbone

G
X5P . 3x RuP 3x ATP
RSP
@/‘»
= N G3p 3x RuBP
3x CO,
xsp E4p Calvin-
DHAP Benson 6x 3-PGA .
X
F6P G3p Cycle @
6x ADP
Eerog 6x 1,3-PGA
é ——6x NADPH, H*
F1,6P
@ ow
G3P TPI 6x \’Gx NADP*

G3P
G3p

-

Moduler le CBC

Stoechiométrie
Rbc, SBPase...

Orthogonalité
\Va riants plus efficaces

\
Ingénierie des régulations
TRX, SSG, SNO, phosphorylation
- identifier, caractériser
- insensibilité in vivo

J

/ ||

Remplacer le CBC

Cycles artificiels

- MOG (4-11 enzymes)
- CETCH (17 enzymes)
- Nouveaux designs

.

Paléobiochimie

- Ressusciter le CBC ancestral
- Evolution dirigée

Supramoléculaire
- De novo design
- Scaffolding, channeling

Outils de Biologie Synthétique

~

Biobriques

- Promoteurs
synthétiques

- CRISPR/CAS

&Génes suicide

Circuits génétiques

- Gates: AND, OR, NOR
- Encodage de mémoire
- Interupteurs

Outils génomiques

- Chomosome
artificiel

- Genome minimaux
(Chlroplaste, Noyay)

P




CETCH Cycle, un cycle synthétique

O /ﬁ)‘\s
/\)L COA
H,0 SCoA coo"
/" crotonyl-CoA ethylmalonyl- COA@ o

NADP*

0] NADPH ‘00C SCoA
OH\/\)LSCOA methylsuccinyl-CoA 2H,0
O,
4-hydroxybutyryl-CoA L Ka t;
H202
ADP + P, o
CoA 00C7 N SCoA
OHATP
mesaconyl-CoA
) H,0
ODC 2
4-hydroxybutyrate yapp* @1/
OH O
(ssp) ADPH 00c SCoA
o
/\) methylmalyl-CoA
-00C NADP*
succinic semialdehyde @
NADPH
CoA 1':)
(Ser) A )
Q ADP + P, propionyl-CoA ooc
OC/\)’\ glyoxylate
SCoA
NADPH
succinyl-CoA ‘@
@ NADP+
OH
[ole]o)
methylmalonyl-CoA “00C
glycolate

Schwander et al., 2016, Science
Miller et al. 2020 Science



Le CyC|e de Calvin.Benson Project Leader

Julien

un assemblage métabolique intégré Hen

MCU SU

11 enzymes chloroplastiques, plusieurs complexes multi-enzymatiques, modulations allostérique,
assemblages local non-membranaire, régulations post-traductionnelles

Glyceraldehyde-3P T RK
_ Fructose-6P

FBPase Erythrose-4P ‘- Ribose-5P
Dihydroxyacetone- TRK
Glyceraldehyde-3P

Conception d’assemblages protéiques artificiels a haute affinité, contrélables et codés génétiquement

lac transcription unit 1 :‘actranscription unit 2 lac transcription unit 3 .
~ &5
S £ S & & &
HisGH bPRK, H K3 ][ CrRPI1, H E3 l CrRPE1, H PRB ][ CrTRK, H PDAR J
svnthetlc c0|Ied c0|l heterodlmer Kd 89nM i synthetic CoA dependent heterodimer Kd=180pM
Fernandez-Rodriguez, Marlovitz; Prot. 5c. 2011 E Karanicolas, Baker et al.; Mol. Cell. 2011

peptidé fusion



Biologie Synthétique de la fixation du Carbone

G
X5P . 3x RuP 3x ATP
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3x CO,
xsp E4p Calvin-
DHAP Benson 6x 3-PGA .
X
F6P G3p Cycle @
6x ADP
Eerog 6x 1,3-PGA
é ——6x NADPH, H*
F1,6P
@ ow
G3P TPI 6x \’Gx NADP*

G3P
G3p

-

Moduler le CBC

Stoechiométrie
Rbc, SBPase...

Orthogonalité
\Va riants plus efficaces

\
Ingénierie des régulations
TRX, SSG, SNO, phosphorylation
- identifier, caractériser
- insensibilité in vivo

J

/ ||

Remplacer le CBC

Cycles artificiels

- MOG (4-11 enzymes)
- CETCH (17 enzymes)
- Nouveaux designs

.

Paléobiochimie

- Ressusciter le CBC ancestral
- Evolution dirigée

Supramoléculaire
- De novo design
- Scaffolding, channeling

Outils de Biologie Synthétique

~

Biobriques

- Promoteurs
synthétiques

- CRISPR/CAS

&Génes suicide

Circuits génétiques

- Gates: AND, OR, NOR
- Encodage de mémoire
- Interupteurs

Outils génomiques

- Chomosome
artificiel

- Genome minimaux
(Chlroplaste, Noyay)
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La photosynthese est limitée par le cycle de Calvin-Benson

Calvin
Benson
Cycle

Pourquoi I’évolution
n’a pas trouvé de
meilleures enzymes ?

~Gor)

1,3-bPGA )x6

GAPDH ===lfADPH + )6

NADP* |x6

Parry et al., 2003, J Exp Bot
GBP =~ . . ’ ’
. Metabolism Durao et al., 2015, Nature Chem Biol

Hammel, et al. 2020, Front Plant Sci
Tamoi et al., 2006, Plant Cell Physiol
Simkin, et al., 2015, J Exp Bot
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La vallée de fitness
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Comment tester cette hypothese?

Garcia-Garcia & Hanson, 2020 Life



Paléosciences moléculaires

Séguence de l'ancétre

Séquences Résurrection
,q . commun le plus ~ ,
génomiques robable Protéine/fonction
Phylogénie P Synthése
Reconstruction de
séquence SA. Benner, SO. Sassi and EA. Gaucher (2007)

Adv. Enzymo. Rel. A. Mol. Biol., Vol. 75

Rubisco ancestrales

7 structures précambriennes de TRX
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Le projet CalvinReboot
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Phylogenetic Ancestral protein

Reconstruction Inference

©

KO of endogenous gene,

Restoration of the
phenotype
(Photosynthesis)

Biochemical and
Structural analysis

Directed
Evolution
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La construction en biologie demain

BIOFONDERIE
Une structure dédiée aux cycles DBTL a haut débit

* Conception assistée par Ordinateur (CAD)

¢ Simulations

Design

Integrated
LIMS

Lea

Biologie des systéemes

Mathématiques (modélisation, statistiques...)

Machine learning, 1A

Fouille de données, Analyse visuelle

Enz,—» RBS,V RBS,
X[ X[X

] =
vIxlv -
Design Rules

X
v
X
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Enzymes
Design of Exps,

* Robots de manipulation de liquide (pipetage,
acoustique)

* Robots de repiquage

* Génotypage automatisé (Transformation et culture des

cellules, extractions d’ADN, analyse d’ADN...)

Criblage et Phénotypage a haut débit
* Microfluidique, FACS, Imagerie Haut débit
Tes

Analyses systémiques, (semi) automatisées
* RNAseq, séquencage de génomes (NGS)
* Protéomique et Métabolomique ciblées ou non

LabonaChip
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Chassis Biofonderie Sorbonne Universiteée

e Bactérie

Escherichia coli

* Microalgues

microalgue verte
Chlamydomonas reinhardtii

e Autres chassis selon les projets

* Levure
Saccharomyces cerevisiae

cyanobactérie
Synechocystis sp PCC6803

@

mammiferes, cellules humaines, chassis de production industrielle
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Biofonderie Sorbonne Universiteé

Q SORBONNE
b UNIVERSITE 9

Objectifs

« Cycles DBTL a haut débit

v' Design et assemblage de chromosomes et de génomes.

v Design et construction de circuits génétiques, d'enzymes

v" Ingénierie métabolique et conception de voies métaboliques artificielles pour le
déeveloppement de souches a haute valeur ajoutée de bioproduction.

v' Maintien et le développement d’'une banque de biobriques standardisées

v Développement de procédés, de modeéles prédictifs et de bases de données
standardisées.

« Large ensemble d'instruments robotisés

 Pilotage par une solution logicielle agile, open-source, amplifiée par
I'intelligence artificielle

1¢re biofonderie en France

1¢re biofonderie verte dans le monde
50



