
Sistemas de
Expresión de proteínas

Una pequeña introducción…



Por qué nos interesaría 
expresar y purificar proteínas?

- Industria farmacéutica 
(Usos Terapéuticos)

- Industria Textil

- Industria Alimenticia

- Enzimas para Biología molecular

- Anticuerpos

- Estudios de actividad 
(ie. Interacción)

- Estudios estructurales 
(Cristalografia o RMN)

- Estudio de dominios

- Proteínas de fusión 



Productos aprobados 
por la FDA, según el Sistemas de expresión 

Cómo seleccionar el sistema de expresión?

- Investigación o producto comercial

- Para uso en humanos o en veterinaria

- Soluble (Nativa) o insoluble

- Conservar la actividad

- Modificaciones postraduccionales

- Naturaleza proteica 

- Eficiencia

- Costos

- Manipulación

Splicing
Glicosilación
Miristoilacion
Acilación
Ubiquitinación



Procariotas Eucariotas

-Bacillus Sp.
-Lactococcus

-Pseudomonas
-Escherichia Coli

Levaduras Células de
Insecto

Células de 
mamífero

Plantas

Bioreactores
(Animales transgénicos,

embriónes de pollo, orugas)

-S. Cerevisiae.
-Pichia Pastoris -Sf9, Sf21

-Drosophila 
melanogaster

S2 cells

-293T
-Vero
-BHK
-COS

-Tobacco
-Arabidopsis

thaliana

Cell-Free Systems
(In vitro)

-Rabbit Reticulocyte
-Wheat germ

-Lisados celulares
-Expresión transitoria o estable

-Método de transformación
-En suspensión o adherentes

Opciones
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Ventajas
-Expresion de Proteínas tóxicas

-Marcado isotópico (u otros)
-Incorporación de aminoacidos no 

naturales
-Producción de pequeñas cantidades

de proteina pura

Cell-Free Systems
(Traducción o Transcripción/traducción)



Ventajas
-Bajo costo de producción
-Producción a gran escala

-Sistema de producción amigable
con el ambiente

-Menor riesgo de exposición 
a patógenos humanos/animales

Expresión de proteínas
en Plantas

Vacuna contra 
la enfermedad 
de Newcastle

Vacuna contra
el virus de la

diarrea viral bovina

Producción de vacunas orales

Estudio del sistema de RNAi

Proteínas de uso farmacológico e industrial
Ie. Expresión de Factor de Crecimiento Epidérmico
humano (hEGF) en plantas de tabaco.



Ventajas
-Bajo costo de producción 

(vs. Células mamíferos)
-Modificaciones postraduccionales

-Altos niveles de expresión 
-Cultivo en suspensión

-Posibilidad de eliminar el suero
-”Algunas” modificacioes

postraduccionales

Vacunas aprobadas por la FDA

Expresión de proteínas
en células de insecto

(Baculovirus)



Ventajas
-Patrones de Glicosilación complejos

u otras modificaciones 
postraduccionales

-Posibilidad de adaptar al 
crecimiento en suspensión

Expresión de proteínas
en células de mamífero

Usos más comunes:

-Producción de proteínas 
recombinantes

-Producción de anticuerpos 
recombinantes

-Producción de virus-like particles
de virus de mamíferos

-Estudios funcionales
(Ie. localización celular)



Métodos de transfección o transformación

Fosfato de calcio Electroporación

Liposomas

Dendrímeros

DEAE-Dextran

Vectores 
Virales

Baculovirus
Vaccinia
Herpes

Plásmidos para 
integración

-Recombinación
Homóloga

-Transposones



Expresión de proteínas
en levaduras

Ventajas
-Posibilidad de Glicosilación

u otras modificaciones 
postraduccionales

-Crecimiento en suspensión
a altas densidades

-Fácil manejo en el laboratorio
-Fácil manipulación del DNA

-Bajo costo

Vacunas aprobadas por la FDA



Expresión de proteínas
en Escherichia Coli

Ventajas
-Sistema de expresión universal

-Crecimiento en suspensión
a altas densidades

-Fácil manejo en el laboratorio
-Fácil manipulación del DNA

-Bajo costo

Citoplasma

Periplasma

Extracelular

-Máximo rendimiento
-CI, fácil Purificación 
(replegado)
-Soluble/Plegado
(mayor concentración de 
proteasas)

-Ambiente oxidante favorece 
plegado
-Menor cantidad de proteasas
-Menor cantidad de proteínas 
contaminantes
-Rendimiento limitado

-Mínima cantidad proteínas
-Mínima actividad proteasas
-Fácil purificación
-No hay sistemas eficaces en 
E. coli para la translocación a 
través de las 2 membranas 



Clonado (cepa de clonado)

Transformación en cepa de expresión

Selección del clon optimo

Puesta a punto de la expresión

Análisis de los resultados

Puesta a punto de la purificación

Escalado de la expresión y la purificación

Esquema de trabajo general



Promotor T5
Promotor Tac (Trp/lac)
Promotor λPL

Promotor T7
Promotor T7/Lac

INDUCTORES
IPTG
Temperatura
Sales
Arabinosa

Purificación 
Exportación (pel b)
Estabilidad/Solubilidad

8

8

Vectores de expresión (en general…)

Antibioticos
Auxotrofía



A nivel 
de DNA

A nivel de 
mRNA

A nivel de 
Proteínas 

transcripción traducción

Mutaciones Distancia 
ATG-RBS

Toxicidad Estabilidad

-Solubilidad

-Degradación

-Oxidación

Estructura 
secundaria

Estabilidad

Uso de 
codones

Optimización 
de codones

Factores a tener en cuenta…



Agregado de secuencias 
heterólogas, y su 

posterior eliminación
Aumento de la solubilidad

Fácil purificación



LB 100µM ZnSO4

400µM IPTG a DO600: 0,7
20hs a 20°C a 220rpm

Solución de Lisis
PBS 200mM NaCl

Triton 1% final
100µM DTT

Inhibidor de Proteasas

Expresión de GST-Z (pGZ-Fxa) en E. Coli (BL21)
Un ejemplo….



Expresión de GST-Z (pGZ-Fxa) en E. Coli (BL21)
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Un ejemplo….

Optimización de la expresión Purificación a partir de 
Cuerpos de Inclusión



Purificación de GST-Z (pGZ-Fxa) 
Un ejemplo….

Cromatografía 
de Afinidad

Cromatografía de exclusión 
Molecular



Purificación de GST-Z (pGZ-Fxa) 
Un ejemplo….



Un ejemplo más….

Solución de Lisis
20mM Tris pH 7,5

100mM KCl
1mM EDTA
1mM DTT

Triton 0,1% final
Inhibidor de Proteasas

Expresión de eIF4E (pET-eIF4E) en E. Coli (BL21)

Medio M9ZB*
400µM IPTG a DO600: 0,7

4hs a 37°C a 220rpm
30mM NaH2PO4
20mM KH2PO4
90mM NaCl
20mM NH4Cl

2mM MgSO4

*



Un ejemplo más….
Purificación de eIF4E en 7-Methyl-GTP Sepharose™ 4B

Sc. Lavado: 20mM HEPES pH 7,6
0,1mM EDTA

1mM DTT
10% Glicerol

100mM KCl

Sc. Elución: Sc. Lavado 70µM 7-Methyl-GDP
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