
Producción de proteínas 
recombinantes

FactoresFactores queque afectanafectan el el 
rendimientorendimiento

Cambiando uno o mas de estos factores se  
pueden generar cambios dramáticos en los 
niveles de expresión y en la solubilidad de 
la proteína recombinante



DNA

RNA

Proteína

Fuerza del promotor, regulación
Plasmidio (estabilidad y n°de

copias)
Terminador 
transcripcional

Estabilidad del mRNA
Eficiencia traduccional

•Eficiencia de 
señales 
traduccionales
•Estructura del 
mRNA
•Uso de codones

Estabilidad de la 
proteína

Solubilidad 
•Proteínas de 
fusión
•Co-expresión de 
chaperonas

•Destinación

Puntos modificables genPuntos modificables genééticamente para aumentar la expresiticamente para aumentar la expresióón n 
recombinanterecombinante

OpcionesOpciones de de expresiexpresióónn
• Expresión directa intracelular. 

– Inconveniente: citoplasma de E. coli es reductor (difícil
asegurar la formación apropiada de puentes disufuros).

• Secreción. Se requiere que las proteínas
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 proteínas (rendimientos pueden ser 0.1-
0.2% de la proteína total)

• Presentación en superficie.



• Un promotor regulable y altamente inducible

• Señales de transcripción, traducción y 
exportación apropiadas para la expresión en el 
huésped

• Alto nº de copias del vector para aumentar el 
“dosage génico”.

• Señales para la expresión como proteína de 
fusión
– Estabilizante
– Ayuda en la purificación

CaracterCaracteríísticas de los Vectores de sticas de los Vectores de 
ExpresiExpresióónn

TranscripciTranscripcióón/n/traduccitraduccióónn en en bacteriasbacterias



Ribosoma 
binding site

-70 +20

Estructura de un promotor bacterianoEstructura de un promotor bacteriano



Table 4-C-1. E. coli σ factors and the 
consensus sequences of their recognition 

sites (promoters).

Secuencia de consenso de un promotorSecuencia de consenso de un promotor



El concepto de fuerza del El concepto de fuerza del 
promotorpromotor

• 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

PRM wild-type TAGATA -- 17 -- TAGATT

PRMUp-1 TAGACA -- 17 -- TAGATT

TTGACA -- 17 -- TATAAT

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

TTGACA -- 17 -- TATAAT

Es posible mutar un promotor para hacerlo Es posible mutar un promotor para hacerlo 
mas fuertemas fuerte

consenso

consenso



Formas de Formas de 
expresiexpresióón de n de 
secuencias secuencias 
clonadasclonadas

PromotoresPromotores de de E. coliE. coli masmas usadosusados

• Promotor lac (Plac)
– Regulado por control negativo (lacI). 
– Inducible por lactosa (IPTG)
– Represión no es 100 % eficiente. Se 

necesita genes adicionales de lacI en el 
vector (lacIq and lacIq1). 

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



Promotor trp (Ptrp)

– Regulado negativamente por trpR. 
– La inducción es realizada por deprivación de triptofano

(o por el análogo AIA). 
– No apropiado para expresión de proteínas con alto 

contenido de triptofano. 
• Promotores híbridos: Ptac (-35 Ptrp + -10 

PlacUV5). 
– Inducibles por IPTG, mucho mas fuertes que Plac and Ptrp. 

• PT7 (del bacterófago T7)
• PBAD – Inducido por arabinosa (Invitrogen)
• Promotor PL del fago lambda. Inducido por

temperatura

Promotor tac híbrido







pET11a

pET20B



Estrategias de Control de la Expresión 
Basal 




