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Factores que afectan el
rendimiento

Veactor

Growth Conditions

Cambiando uno o mas de estos factores se
pueden generar cambios draméticos en los
niveles de expresion y en la solubilidad de
la proteina recombinante




Puntos modificables genéticamente para aumentar la expresion
recombinante

Fuerza del promotor, regulacion
Terminador DNA Plasmidio (estabilidad y n°de
transcripcional i copias)

Eficiencia traduccional
Estabilidad del mMRNA Eficiencia de
sefales
traduccionales
RNA eEstructura del
mMRNA
*Uso de codones

o ' Solubilidad
Estabilidad de la *Proteinas de
proteina Proteina fusion
*Co-expresion de
chaperonas
*Destinacion

Opciones de expresion

e Expresion directa intracelular.

— Inconveniente: citoplasma de E. coli es reductor (dificil
asegurar la formacién apropiada de puentes disufuros).

e Secrecidn. Se requiere que las proteinas
estén fusionadas a péptidos que las dirigen al
periplasma.

— El periplasma es mas oxidante, mejor plegamiento.

— Mayor inconveniente es la capacidad limitada de E. coli
para secretar proteinas (rendimientos pueden ser 0.1-
0.2% de la proteina total)

* Presentacion en superficie.




Caracteristicas de los Vectores de
Expresiéon

Un promotor regulable y altamente inducible

Sefales de transcripcion, traduccién y
exportacion apropiadas para la expresion en el
huésped

Alto n°de copias del vector para aumentar el
“dosage génico”.

Sefales para la expresion como proteina de
fusion

— Estabilizante

— Ayuda en la purificacién

Transcripcidn/traduccion en bacterias
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Table 4-C-1. E. coli ¢ factors and the
consensus sequences of their recognition
sites (promoters).
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Secuencia de consenso de un promotor

Operon —35 region —10 region Initiation
{Pribnow box} site (+1)

lac CTTTATGCTTCCGGCTCG
lacl AAACCTTTCGCGGTATGG G
galP2 TTTTCGCATCTTTGT TGGTT@TTTCATACCAT
araBAD TTTTTATCGCAACTCTC TCTCCATECCCGTTTTT
araC CTTTTGTTACGCGTTTT GCTTTG@TCCCGCTTTG
trp ATTAATCATCGAACTAG GTACGCARGTTCACGTA
bioA GTTGTTAATTCGGTG GTAAACCTAAATCTTTT
bioB
tRNATY*
rrnD1
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Initiation

—35 region -10 region site
Consensus ;
N e 16-19bp.s. 5

sequence: 69 79 61 56 54 54 77 76 60 61 56 82
Figure 25-5. The sense (coding) strand of E. coli p

[After Rosenberg, M. and Court, D., Annu. Rev. Genet. 13, 321-323 (1979). Consensus
sequence from Lisser, D. and Margalit, H., Nucleic Acids Res. 21, 1512 (1993).]

Copyright 1989 John Wiley and Sons, Ino, All rights resarved,




El concepto de fuerza del
promotor

» Un promotor fuerte como el promotor recA
tiene pocas diferencias c/respecto al
consenso

. TTGATA -- 16 — TATAAT

TTGACA --17 — TATAAT consenso

* Un promotor débil como el promotor araBAD
tiene varias diferencias

CTGACG --18 -- TACTGT
TTGACA -- 17 — TATAAT consenso

Es posible mutar un promotor para hacerlo
mas fuerte

lac wild-type TTTACA -- 18 -- TATGTT
lac UV5 TTGACA -- 18 -- TATAAT

consenso TTGACA -- 17 -- TATAAT

Py Wild-type TAGATA -- 17 -- TAGATT
PayUp-1 TAGACA -- 17 -- TAGATT
consenso TTGACA -- 17 -- TATAAT
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Figure 8.2 Expression of cloned sequences. r.b.s. = ribosome binding site.

Promotores de E. coli mas usados

 Promotor lac (Plac)
— Regulado por control negativo (lacl).
— Inducible por lactosa (IPTG)

— Represion no es 100 % eficiente. Se
necesita genes adicionales de lacl en el
vector (laclg and laclgl).

— PlacUV5 es muy popular porque su
regulacién no es dependiente de CAP-
glucosa y es mas fuerte que el promotor
silvestre.




Promotor trp (Ptrp)

— Regulado negativamente por trpR.

— Lainduccion es realizada por deprivacion de triptofano
(o por el anélogo AlA).

— No apropiado para expresién de proteinas con alto
contenido de triptofano.

* Promotores hibridos: Ptac (-35 Ptrp + -10
PlacUV5).

— Inducibles por IPTG, mucho mas fuertes que Plac and Ptrp.
* PT7 (del bacteréfago T7)
* PBAD - Inducido por arabinosa (Invitrogen)

* Promotor PL del fago lambda. Inducido por
temperatura

Promotor tac hibrido

Hpall +]
PlaclVs  CCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGECTCTATAATGTRTGGAATTGTGAGCGEATAACAATTTCACACHTRIRACAGARTTCTATE. . . .HGH
|
Tagl Hpal +1 Xbal EcoRl
i
Prp GAGCTSTTGACAATTAATCATCRAACTAGTTAACTAGTACGCAAGTTCACGTAAAARGTETTATCTAGAATTCTATE. . , L HGH
— ———
+1 EcoR]
Ptacl GAGCTGTTGACAATTAATCAT CGECTCBTATAATGTGTEGAATTGTGAGEGOATAACAAT TTCACACHETRAACAGAATT CTATE. . . LHGH
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A simple inducible promoter system:

The /f#cpromoter (already present in cloning vectors like pUCH:

tee Can waork well, but tends to

operator be slightly “leaky”
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HETEROLOGOUS EXPRESSION SYSTEMS FOR PROTEINS
Control elements of the pET System
/~ PTG Induction

IPTG Induction

E. coli RNA * T v

BsrD l(2874) |, EcoR I1)

Nco li4586)
Sca lia74)
Bmg l{1422)

Tth111 14343) o RM‘49‘21 9)

Bst1107 1596)
Drd k4343)
Bsu3b 4231 Xmn (639}
Bel lig183)
BsaB l{4087)

am1105 13850)
Drd li3819)

pLysS
(4886bp)

Ava l(3561)

Xba I(1424)

Ear [{1452)
Tc promaeter
egas
ind lll{1523)
Bspl I3190)
ApaB l(3188) EcoR V(1681
Nru I3 11m
Eag 1(3075)
Sal lpren) Bsa I{1992)
EcoN [(2762)
Sph Ip702) Afl 1i2057)

LysE
Bsa lf2388) (E’IBBypr)




HamH leztap

/Ao
Sph
Patissan o o
Bsa ljaraz) /Dn'i ligznsy IﬁlTG i
Eam 1105 kes2)- \
o |
A ' Mo bctesy *
%_\ £ Ballivtss)
= lltleE Iiszes =
Bmg |
AW 2] pET-11a % * ngﬁi’;’ =
(857700} g J
)
{Hlgssh lasas _
d ! J_-L-Hpa [BED] 4
BspLU1 haves BeaX Inasey e
Saplpera - - — =
BStI107 lissea L) » - ===
Bsah Ipsay Eag lzz2sn
THT11 b2t (g o
BspM lizes — —
Bput0 kasss v b 20 E—
st lz7En e
i
TT promater prmer 255348-3
e .
Bt ..—ﬂ__.’.“‘ bor 12 operator Xoal e
A T T AT GG T TAAT A A T AL TAT A AR T T T A CCAT AR A AT TCCCCTETACRAATAAT TTTETTTARC TTTAACARCCACA
2ET11 gy Eputioz1
TR A AT AT e TAG AT AL TG T e A LA A A T e Tl C ATl TEC TARCAAACCCCCARACCAACCTCASTTERCTSL T:(t}(% ARTAACTAGIATAA
FathlaSerPetTarSlySlyGlnGlaMatGlvarablySarSlylyaEnd 7

pil=tle LGeTCLLEATL S
<o GlyArghapPretlatlatnlysilal

abyatlutlatlclevilaalatlaTh-a0

P
pET=llc. 4

GlyAralledrgueulauTrrivaProtludrabyiieviarTroleulew®rofrelaulerdartaning

TaCTAR ARAGC LSRN CLTCACT TERLTEL TLCCACLLL TCACLALTAALTACLIATAA

T AT LS T TARC ARG LA RACCAR S TEASTTSCCTEL TECCACCLC TORCCAATARCTASCATAR

AT TRALatTET AR COETC T TEAGLELTTTTTTS

Yalazplyzleutlaaladlabauil

— PET20B
y

= §
& 1
HE: pE;;-%gb(-l-] Bap e
Praszrans || 2 (T 1%R) Levutcrzsy
= BB sy
Pat I 4\, T ]
LTant 1 e
{ .
=
Sap krzm
P08 lazaa L""#} i

EanT105 lsastt o mmg]nm
4_,—/’
ByE \@“ ]

v B1esey
T7 promecder pimer #EE385-3
= TF promoisr s .
AERTETLLATACE LG AT TAAT B S AT Al AT A S A LA AR G T T T TETAE LA TAAT T ITATTTAAE TTTAME AR SEALA
gz Bt | nalE Isader 0| ey PamH| EcoR| Sacl
TETACAT ATEhAnTACE TESTRCLGRETEETE

CTCG T TS TG e TeGC TR e AL S U TEE CCATUGAT A TICGA AT TRATTCGEATICGA,
EetiyxTpsleutauPreTarhl calad Lol vleulaulsutuul L aflad nPrcf abaLalgtds Lz

Hecll Exgl
b= TH I e || R | X

GneeTee
by T leRandarhapfrofanbortardar

EleTag SIgRal pephcass

SEuoz |
ToGALAAGE T TELLELOSEALT LR SEAEE AL CACCALE AL EACT 6 AGe TEEEEE TEEThAE LLASEEEE ARALGASEE TEALTTRAS TOLTEECALLALT GASLANTARE
IzklzH iz 1=Had 12Erd

T7 iominaior

TESEATAACCEETTOLRE LI TETARRILGLTET

7 lemmicator primer AE8EET-E

GLEETTTTTTE

pET-20bi{+) clonngfexpiession region




pETI-Z_IZbiop

T7 promoter primer #69343-3
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T7 terminator T7 terminater primer #69337-3
TAGCATAACCCCTTGRGGCCTCTAAACGGETCTTRAGGERTTTTTTG

pET-22b(+) cloning/expression region

Estrategias de Control de la Expresion
Basal

Table 2. Relative Basal (Uninduced)
Expression Levels of Cloned f-Galactosidase
with Various Vector/Host Combinations

Promoter T7 17 17 TIac TIac TIac

Host* (DE3) (DE3) (DE3} (DE3) (DE3) (DE3)

pLyss  plysE pLyss  plysE
Activity 100 30 10 10 3 1
* BL26, lac Zdeleted derivative of BLZ1
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Figure 2. Effect of uecton‘host comblnatlon on expression Ieuels of two proteins.

The indicated cell cultures were grown at 37°C to 0Dy, of approximately 0.8 and expression induced with TmiA
IPTG for 2.50r. Total cell protein samples were run along with Novagen's Perfect Protein™ Markers on a 4-20% SDS
polyacrylamide gradient gel followed by staining with Coomassie blue. Viectors were pET-20b(+) and pET-22b(+) for

the recombinant antibody and pET-23bi+) and pET-21b(+) for pa3.




