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Sistemas de expresión

Las proteínas recombinantes son polipéptidos producidos en
sistemas heterológos (organismos diferentes al portador natural del
gen).

En general, se producen en grandes cantidades y su utilización final es
diversa.

Numerosas aplicaciones biotecnológicas se basan en la expresión de
proteínas recombinantes.

Para su producción es necesario atravesar todas las etapas del clonadoPara su producción, es necesario atravesar todas las etapas del clonado
molecular dado que es necesario generar construcciones genéticas.
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Para estudiar proteínas (estructura, actividad)

Para generar anticuerpos poli y monoclonales

Para generar antígenos de diagnóstico

Para generar agentes terapéuticos

Para generar vacunas a subunidad

Para generar enzimas de aplicación industrialPara generar enzimas de aplicación industrial
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Expresión de proteínas recombinantes
P l t i ió d l iPara la caracterización de las mismas
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Expresión de proteínas recombinantes
P tiPara generar anticuerpos

Generar construcción genética
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Clonado molecular

Expresión de proteínas recombinantesExpresión de proteínas recombinantes
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Expresión de proteínas recombinantes
P tí l di ó tiPara generar antígenos para el diagnóstico

Generar construcción genética

Transferirla al organismoTransferirla al organismo 
adecuado

Producir la proteína recombinante

Purificar la proteína recombinante

Inmovilización en un soporte,
o formulación líquida
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Expresión de proteínas recombinantes
P i d li ió i d t i lPara generar enzimas de aplicación industrial

Generar construcción genética

Transferirla al organismoTransferirla al organismo 
adecuado
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administración



Expresión de proteínas recombinantes

La expresión de proteínas en contextos heterólogos requiere de
l i l j i l ió d l f ti d i t éelegir las mejores opciones en la generación del fenotipo de interés.

GENOTIPO + AMBIENTE = FENOTIPOGENOTIPO + AMBIENTE = FENOTIPO



Expresión de proteínas recombinantes

GENOTIPO + AMBIENTE = FENOTIPO
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Expresión de proteínas recombinantes
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Expresión de proteínas recombinantes
Si t lib d él lSistemas libres de células

Existen sistemas muy sencillos de expresión de proteínas sin
necesidad de utilizar ningún organismo.

En estos sistemas, es necesario aportar el gen (producto de PCR o
construcción genética) o el transcripto (un mRNA sintetizado in vitro).

El ambiente que “lee” el mensaje será un extracto derivado de algún
organismo, conteniendo maquinaria transcripcional y nucleótidos (si se
parte de DNA), y maquinaria traduccional (tRNAs, aminoácidos, rRNAs).

Incluso, se pueden introducir chaperonas para mejorar el plegamiento
y sistemas para hacer modificaciones post-traduccionales
(microsomas –vesículas de RE-). Incluso, marcar a la proteína con
f ffluoróforos, isótopos u otro tipo de marcas para posteriores usos.



Expresión de proteínas recombinantes
Si t lib d él lSistemas libres de células



Expresión de proteínas recombinantes
Si t lib d él lSistemas libres de células

Sistemas más utilizados

Jackson et al, 2004. Cell-free protein synthesis for proteomics. BRIEFINGS IN FUNCTIONAL GENOMICS AND PROTEOMICS. VOL 2. NO 4. 



Expresión de proteínas recombinantes
Si t lib d él lSistemas libres de células

Estos sistemas son útiles cuando no se necesitan grandes cantidades
de proteína, o de un suministro constante de la misma.

Además, son empleados para generar proteínas marcadas necesarias
para llevar a cabo otros estudios moleculares.

Los tiempos de ejecución son relativamente cortos, lo cual permite
producir muchas proteínas diferentes simultáneamente.

Esta particularidad hace que se puedan adaptar para análisis highEsta particularidad hace que se puedan adaptar para análisis high
throughput del tipo interactómicos.



Expresión de proteínas recombinantes

GENOTIPO + AMBIENTE = FENOTIPO

Plásmidos Bacterias

Plásmidos Levaduras

Plásmidos Células animales

Vi Cél l d i tVirus Células de insectos
Virus Células de mamíferos

Transgenes Toda clase de organismosg g



Expresión de proteínas recombinantes
Plá id d ió i tPlásmidos de expresión procariotas



Expresión de proteínas recombinantes
C t ió d l l ió d tConstrucción del gen: selección de vector

Región de clonado del vector pET-22b

AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTT
Promotor T7 Operador lacI

TAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGAAATACCTGCTGCCGACCGCTGCTGCTGGTCTGCTGCTCCTCGCTGCCCAGCGGGCG
RBS NdeI pel BRBS NdeI pel B

ATGGCCTGGCCATGGATATCGGAATTAATTTCGGATCCGGATATCCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCCCTCGAGCACC
pel B NcoI                                       BamHI EcoRV SacI SalI HindIII XhoI

ACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAG
His-tag STOP

CATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTT
Terminador T7



Expresión de proteínas recombinantes
C t ió d l l ió d tConstrucción del gen: selección de vector

pET-Blue (Novagen)



Expresión de proteínas recombinantes
C t ió d l l ió d tConstrucción del gen: selección de vector



Expresión de proteínas recombinantes
Si t lá id /b t iSistema plásmidos/bacterias

La expresión de proteínas recombinantes en bacterias comprende
el sistema más simple y económico, tanto en escala de
laboratorio como industriallaboratorio como industrial.

La principal desventaja radica en que ciertas proteínas de
mamíferos no pueden ser expresadas correctamente, ya sea por
problemas de plegamiento, por sus efectos tóxicos en las
bacterias, y/o porque estos microorganismos no cuentan con las
rutas de modificación postraduccional típicas de los eucariotasrutas de modificación postraduccional típicas de los eucariotas.
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Expresión de proteínas recombinantes
Al difi i l li il iAlgunas  modificaciones: las glicosilaciones



Expresión de proteínas enExpresión de proteínas enExpresión de proteínas en Expresión de proteínas en 
levaduraslevaduras



Expresión de proteínas recombinantes

GENOTIPO + AMBIENTE = FENOTIPO

Plásmidos Bacterias

Plásmidos Levaduras

Plásmidos Células animales

Vi Cél l d i tVirus Células de insectos
Virus Células de mamíferos

Transgenes Toda clase de organismosg g



Expresión de proteínas recombinantes
Si t lá id /l dSistema plásmidos/levaduras

La expresión de proteínas recombinantes en levaduras
comprende el sistema eucariota más simple y económico, tanto en
escala de laboratorio como industrial.

Las levaduras son organismos eucariotas unicelulares de fácilLas levaduras son organismos eucariotas unicelulares de fácil
manejo, con altas tasas de crecimiento en medios de cultivo
líquidos y conteniendo mecanismos moleculares propios de Eukarya.

En vistas de su naturaleza, las levaduras permiten la correcta
formación de puentes disulfuro en las proteínas que así lo
necesiten, y permiten la adición covalente de diferentes
compuestos a las cadenas laterales de algunos aminoácidoscompuestos a las cadenas laterales de algunos aminoácidos
(acetilaciones, fosforilaciones, miristilaciones, glicosilaciones, etc.).

Cuando se construyen los genes para su expresión en sistemas
i t d b id l id d i it d leucariotas, deben considerarse las necesidades y requisitos de la

genética eucariota.



Expresión de proteínas recombinantes
C t d l d i tCasete de clonado para un gen eucariota

E t l id i l t ió d l d bEntre las consideraciones en la construcción del gen, deben 
incorporarse todos los componentes típicos de la sintaxis génica 

eucariota



Expresión de proteínas recombinantes
S i d K kSecuencia consenso de Kozak

La secuencia de Kozak es una región consenso que junto con el 
Cap (o en su defecto un IRES) es importante para la correcta 

traducción de los mRNA eucariotas.

GCCGCC(A/G)-3CCA1UGG+4

+1 de traducción

Las purinas A o G en posición -3 y G inmediatamente después
del codón AUG son las que permiten la óptima iniciación de la
traducción



Expresión de proteínas recombinantes
S ñ l d li d il ióSeñal de poliadenilación



Expresión de proteínas recombinantes
S ñ l d li d il ióSeñal de poliadenilación

Proceso molecular para la terminación de la transcripción en eucariotasProceso molecular para la terminación de la transcripción en eucariotas 



Expresión de proteínas recombinantes
Si t lá id /l d C t ió d lSistema plásmidos/levaduras: Construcción del gen

GENOTIPO + AMBIENTE = FENOTIPO

gen Generar una construcción genéticag

Plásmido de expresión Inserto: ORF

Construir un gen que 
exprese la proteína de 

interés
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Expresión de proteínas recombinantes
Si t lá id /l d C t ió d lSistema plásmidos/levaduras: Construcción del gen

L lá id li l d l i iLos plásmidos que replican en levaduras poseen los siguientes 
elementos:

Secuencias que permiten la replicación y partición en levadurasSecuencias que permiten la replicación y partición en levaduras.
Genes marcadores que aportan ventajas para su selección en
levaduras.
Sitios de clonado múltiple rodeados de elementos genéticos
adecuados para construir un gen eucariota.
Secuencias que permiten la replicación y partición en Escherichia
coli.
Genes marcadores que aportan ventajas para su selección enGenes marcadores que aportan ventajas para su selección en
bacterias.

Son plásmidos shuttle (replican en dos organismos). En bacterias se 
realiza la construcción y en levaduras se realiza la expresión.



Expresión de proteínas recombinantes
Si t lá id /l d C t ió d lSistema plásmidos/levaduras: Construcción del gen

Plásmidos shuttle con Origen 2 µ

Poseen un origen de replicación derivado del plásmido de levaduras
denominado 2µ.

Este origen permite generar entre 25 y 200 copias de plásmido por
célula.

Posee algún gen marcador para su selección en levaduras;Posee algún gen marcador para su selección en levaduras;
generalmente es un gen que codifica una enzima de biosíntesis
para algún aminoácido o nucleótido (his3, leu2, trp1, ura3, etc.)

P ORI C lE1* d i t i tibiótiPoseen ORI ColE1* y gen de resistencia a antibióticos para su
selección y mantenimiento en Escherichia coli.



Expresión de proteínas recombinantes
Si t lá id /l d C t ió d lSistema plásmidos/levaduras: Construcción del gen

Origen 2 µ



Expresión de proteínas recombinantes
Si t lá id /l d C t ió d lSistema plásmidos/levaduras: Construcción del gen

Origen 2 µ Este sistema comienza con una
estrategia de replicación bidirec-
cional.

Luego, pasa a un sistema de
círculo rodante valiéndose de las
secuencias flip y de la recombi-secuencias flip y de la recombi-
nasa FLP.

De esta manera, aprovecha la
replicación celular para generar
numerosas copias.



Expresión de proteínas recombinantes
Si t lá id /l d C t ió d lSistema plásmidos/levaduras: Construcción del gen

Origen 2 µOrigen 2 µ

Cox M. Chapter 29 “DNA inversion in the 2µ plasmid of Saccharomyces cerevisiae”. 



Expresión de proteínas recombinantes
Si t lá id /l d C t ió d lSistema plásmidos/levaduras: Construcción del gen

YEPYEP

YEP: Yeast Episomal Plasmid
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Si t lá id /l d C t ió d lSistema plásmidos/levaduras: Construcción del gen

YEPYEP

YEP: Yeast Episomal Plasmid



Expresión de proteínas recombinantes
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Expresión de proteínas recombinantes
Si t lá id /l d C t ió d lSistema plásmidos/levaduras: Construcción del gen

Plásmidos shuttle con secuencia ARS

Poseen un origen de replicación autónomo (ARS; autonomous
replication sequence) derivado de cromosomas de levaduras.

Este origen permite generar entre 1 y 20 copias de plásmido por
célula. Es relativamente inestable entre generaciones.

Posee algún gen marcador para su selección en levaduras;Posee algún gen marcador para su selección en levaduras;
generalmente es un gen que codifica una enzima de biosíntesis
para algún aminoácido o nucleótido (his3, leu2, trp1, ura3, etc.)

P ORI C lE1* d i t i tibiótiPoseen ORI ColE1* y gen de resistencia a antibióticos para su
selección y mantenimiento en Escherichia coli.



Expresión de proteínas recombinantes
Si t lá id /l d C t ió d lSistema plásmidos/levaduras: Construcción del gen

YRPYRP

YRP: Yeast Replicating Plasmid



Expresión de proteínas recombinantes
Sistema plásmidos/levaduras: Construcción del genp g

Plásmidos shuttle con secuencia ARS y CEN

Poseen un origen de replicación autónomo (ARS; autonomous
replication sequence) derivado de cromosomas de levaduras.

Poseen la región centromérica (CEN) de algún cromosoma de
levaduraslevaduras

Este origen permite generar entre 1 y 2 copias de plásmido por
célula.

Posee algún gen marcador para su selección en levaduras;
generalmente es un gen que codifica una enzima de biosíntesis
para algún aminoácido o nucleótido (his3, leu2, trp1, ura3, etc.)p g ( , , p , , )

Poseen ORI ColE1* y gen de resistencia a antibióticos para su
selección y mantenimiento en Escherichia coli.



Expresión de proteínas recombinantes
Si t lá id /l d C t ió d lSistema plásmidos/levaduras: Construcción del gen

YCPYCP

YCP: Yeast Centromere Plasmid
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Si t lá id /l d C t ió d lSistema plásmidos/levaduras: Construcción del gen
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YRP: Yeast Centromere Plasmid



Expresión de proteínas recombinantes
Si t lá id /l d C t ió d lSistema plásmidos/levaduras: Construcción del gen

Plásmidos shuttle integrativos

No llevan señales de replicación para levaduras.

Llevan secuencias de genes de levaduras para posibilitar la
integración mediante eventos de recombinación homóloga.

Queda 1 copia por célula luego de la integración en el genoma.

Posee algún gen marcador para su selección en levaduras;
generalmente es un gen que codifica una enzima de biosíntesis
para algún aminoácido o nucleótido (his3, leu2, trp1, ura3, etc.)

Poseen ORI ColE1* y gen de resistencia a antibióticos para su
selección y mantenimiento en Escherichia coli.



Expresión de proteínas recombinantes
Si t lá id /l d C t ió d lSistema plásmidos/levaduras: Construcción del gen

YIPYIP

YIP: Yeast Integrating Plasmid
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Si t lá id /l d C t ió d lSistema plásmidos/levaduras: Construcción del gen

YIPYIP

YIP: Yeast Integrating Plasmid



Expresión de proteínas recombinantes
Si t lá id /l d C t ió d lSistema plásmidos/levaduras: Construcción del gen

11rara EtapaEtapa
Clonado molecular 
en bacterias



Expresión de proteínas recombinantes
Si t lá id /l d S l ió d l l dSistema plásmidos/levaduras: Selección de la levadura

GENOTIPO + AMBIENTE = FENOTIPO

gen
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Expresión de proteínas recombinantes
Si t lá id /l d S l ió d l l dSistema plásmidos/levaduras: Selección de la levadura

Las levaduras más utilizadas son:Las levaduras más utilizadas son:

Saccharomyces cerivisiae (genoma secuenciado, fisiología muy
estudiada, capaz de exportar proteínas, capaz de modificar
postraduccionalemente proteínas, organismo aceptado como GRAS–
Generally Recognised as Safe-).

Pichia pastoris (genoma secuenciado, levadura metilotrófica, simple y
económica de cultivar, capaz de exportar proteínas, capaz de modificar
postraduccionalemente proteínas).

Kluyveromyces lactis (utilizada en la industria láctea, productora de
proteínas recombinantes en altas concentraciones).



Expresión de proteínas recombinantes
Si t lá id /l d S l ió d l l dSistema plásmidos/levaduras: Selección de la levadura

Pichia pastoris humanizada en rutas de glicosilación.



Expresión de proteínas recombinantes
Si t lá id /l d S l ió d l l dSistema plásmidos/levaduras: Selección de la levadura



Expresión de proteínas recombinantes
Si t lá id /l d S l ió d l dSistema plásmidos/levaduras: Selección de levaduras

22dada EtapaEtapa
Transferencia a 
levaduras



Expresión de proteínas recombinantes
Si t lá id /l d S l ió d l dSistema plásmidos/levaduras: Selección de levaduras



Expresión de proteínas recombinantes
Si t lá id /l d S l ió d l dSistema plásmidos/levaduras: Selección de levaduras

Kawai et al, 2010. Transformation of Saccharomyces cerevisiae  and other 
fungi Methods and possible underlying mechanism.. Bioengineered Bugs 
1:6, 395-403.



Expresión de proteínas recombinantes
Si t lá id /l d S l ió d l dSistema plásmidos/levaduras: Selección de levaduras

Kawai et al, 2010. Transformation of Saccharomyces cerevisiae  and other 
fungi Methods and possible underlying mechanism.. Bioengineered Bugs 
1:6, 395-403.



Expresión de proteínas recombinantes
Si t lá id /l d S l ió d l dSistema plásmidos/levaduras: Selección de levaduras

Kawai et al, 2010. Transformation of Saccharomyces cerevisiae  and other fungi Methods and possible underlying mechanism.. Bioengineered Bugs 1:6, 395-
403.



Expresión de proteínas recombinantes
Si t lá id /l d E d i d ióSistema plásmidos/levaduras: Ensayos de inducción

GENOTIPO + AMBIENTE = FENOTIPO
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Expresión de proteínas recombinantes
E d i d ióEnsayos de inducción

Cultivo C lti id

2-3 hs

DOCultivo
(en medio adecuado 

para el mantenimiento 
de la levadura 
recombinante)

Cultivo crecido
(en medio adecuado, a 

200 rpm y 25-30°C)

DO600
(Determinación de fase 

de cultivo)

Inducción
(introducción del agente ( g

inductor a 
concentración deseada) (por ejemplo metanol, 

para las metilotróficas)



Expresión de proteínas recombinantes
E d i d ióEnsayos de inducción

Incubar a temperatura deseada
y tiempo deseado

Cultivo Inducido
(en medio adecuado, a 

200 rpm y 25-30°C)

y p

Colecta de 
muestras

(colecta de levaduras y/o(colecta de levaduras y/o 
sobrenadante para su 

posterior análisis)



Expresión de proteínas recombinantes
Si t lá id /l d S l ió d l dSistema plásmidos/levaduras: Selección de levaduras

Formas de multiplicación celular

Balasubramanian et al, 2004. Comparative Analysis of Cytokinesis in Budding Yeast, Fission Yeast and Animal Cells. Current Biology, Vol. 14, R806–R818.



Expresión de proteínas recombinantes
Si t lá id /l d S l ió d l dSistema plásmidos/levaduras: Selección de levaduras

Yeong. 2005. Severing all ties between mother and daughter: cell separation in budding yeast. Molecular Microbiology. 55 (5), 1325–1331 



Expresión de proteínas recombinantes
E d i d ióEnsayos de inducción

Métodos de evaluación de la expresión

SDS-PAGESDS-PAGE

Western Blot

Ensayos de Actividad



Expresión de proteínas recombinantes
C tifi i l d l dCromosomas artificiales de levaduras



Expresión de proteínas enExpresión de proteínas enExpresión de proteínas en Expresión de proteínas en 
células animalescélulas animales



Expresión de proteínas recombinantes

GENOTIPO + AMBIENTE = FENOTIPO

Plásmidos Bacterias

Plásmidos Levaduras

Plásmidos Células animales

Vi Cél l d i tVirus Células de insectos
Virus Células de mamífero

Transgenes Toda clase de organismosg g



Expresión de proteínas recombinantes
Si t lá id / él l i lSistema plásmidos/células animales

A partir de tejidos animales es posible obtener células libres que
pueden ser cultivadas en condiciones de laboratoriopueden ser cultivadas en condiciones de laboratorio.

Estas células, a las que debe suministrársele medios complejos con
aminoácidos, antibióticos, vitaminas, fuentes de carbono, sales y
factores de crecimiento, entre otros componentes, pueden ser
sostenidas (repiques o pasajes) entre 50 y 100 generaciones.

En tanto algunos cultivos de células animales logranEn tanto, algunos cultivos de células animales logran
inmortalizarse debido a cambios genéticos, constituyendo así líneas
celulares establecidas.

L él l d i d d t ll d “t f d ”Las células derivadas de tumores, llamadas “transformadas”,
suelen constituir líneas inmortales.

Las células animales en cultivo pueden ser transfectadasp
(ingresarles DNA exógeno). En esos DNAs pueden encontrarse
genes, pudiéndose entonces expresar proteínas recombinantes.
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Si t lá id / él l i lSistema plásmidos/células animales

Estufa de cultivo celular

Campana de flujo laminar
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Si t lá id / él l i l C t ió d lSistema plásmidos/células animales: Construcción del gen

GENOTIPO + AMBIENTE = FENOTIPO

gen Generar una construcción genéticag

Plásmido de expresión Inserto: ORF

Construir un gen que 
exprese la proteína de 

interés

Plásmido de expresión
para células animales

Inserto: ORF

interés
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Expresión de proteínas recombinantes
Sistema plásmidos/células animales: Construcción del genp g

Promotores:

La mayoría de los vectores posee secuencias promotoras de origenLa mayoría de los vectores posee secuencias promotoras de origen
viral, las cuales son constitutivas (leídas por la RNA polimerasa celular) y
permiten una alta tasa de transcripción (Ejemplos: promotores tempranos de
los virus CMV, SV40, Epstein Barr, Papiloma).

Replicón viral:

Un replicón viral permite a los vectores replicar como un episoma con unUn replicón viral permite a los vectores replicar como un episoma con un
número dado de copias (orígenes de SV40, poliomavirus, papilomavirus o
Epstein Barr).

Marcadores de selección:

Para la generación de líneas celulares establemente modificadas algunos
plásmidos cuentan con genes de selección Entre ellos se cuentan genesplásmidos cuentan con genes de selección. Entre ellos se cuentan genes
de resistencia a antibióticos eucariotas y genes que expresan enzimas
implicadas en rutas biosintéticas.
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Sistema plásmidos/células animales: Construcción del genp g

Los replicones virales son orígenes de replicación de virus animales más
l difi l t í i l t ti d (PVTA) d ió l

Replicones virales

el gen que codifica la proteína viral trans-activadora (PVTA) de unión al
ORI.

SV40SV40 BPVBPV EBVEBV

Simian Virus 40
ORI: 64 pb.
PVTA: antígeno T mayor

Bovine Papillomavirus
ORI: 60 pb
PVTA: E1

Epstein Barr Virus
ORI: ori P (1700 pb)
PVTA: EBV nuclear Antigen 1 g y

Copias: 100-1000
Segregación: sin mecanismo

Copias: 50-150
Segregación: E2 (proteína de 
unión a cromosomas en metafase)

g
(EBNA1)
Copias: 5-20
Segregación: EBNA1 (proteína de 
unión a cromosomas en metafase)

Se comercializan líneas celulares modificadas que expresan una PVTA. De ese 
modo, sólo es necesario en el plásmido la presencia de la secuencia ORI.
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Expresión de proteínas recombinantes
Si t lá id / él l i l C t ió d lSistema plásmidos/células animales: Construcción del gen

Los plásmidos para células ani-
males también pueden integrarse

di t l d i imediante el uso de maquinaria
viral.

El sistema más utilizado paras ste a ás ut ado pa a
esto es el de los lentivirus.



Expresión de proteínas recombinantes
Si t lá id /l d S l ió d él lSistema plásmidos/levaduras: Selección de células

GENOTIPO + AMBIENTE = FENOTIPO

gen

organismo

Seleccionar 
líneas celulares 
animales

Construir un gen que 
exprese la proteína de 

interés

g

Seleccionar las 
células adecuadas 

para la expresión del 

animales

interés p p
gen
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Si t lá id / él l i lSistema plásmidos/células animales

Lí l lLí l l P d iP d i Ti l l d iTi l l d iLínea celularLínea celular ProcedenciaProcedencia Tipo celular de origenTipo celular de origen

MDCK
VERO

Perro
Mono

Riñón
RiñónVERO

CHO
CV-1
NIH-3T3
R t 1

Mono
Hámster
Mono
Ratón
R t

Riñón
Epitelio del ovario
Riñón
Fibroblastos de embrión
Fib bl t d b ióRat-1

Hela
HEK-293
LNCaP

Rata
Humana
Humana
Humana

Fibroblastos de embrión
Carcinoma cervical
Riñón de embrión
Tumor de próstata

MCF7
Sf21
Hi-5
S2

Humana
Lepidóptero
Lepidóptero
Drosophila

p
Tumor de mama
Ovario
Ovario
EmbrionesS2 Drosophila

melanogster
Embriones
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Si t lá id / él l i lSistema plásmidos/células animales

Una vez generada la construcción recombinante en Escherichia coli yUna vez generada la construcción recombinante en Escherichia coli, y
seleccionada la línea celular animal, se procede a la transfección.

La transfección es el proceso por el cual un DNA exógeno es ingresado
dentro de una célula eucariota (evento similar a la transformación
bacteriana).

Existen diferentes procedimientos y cada tipo celular evidencia diversasExisten diferentes procedimientos y cada tipo celular evidencia diversas
respuestas (mayor o menor susceptibilidad) al proceso de transfección.

En ciertos casos, las transfecciones son transientes. En otros casos,
di d l ió d bl lí l lmediante procesos de selección, pueden establecerse líneas celulares

genéticamente modificadas.
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PROCEDIMIENTOS DE TRANSFECCIÓNPROCEDIMIENTOS DE TRANSFECCIÓN

Con fosfato de Calcio Con lípidos Con polímeros Por electroporaciónp p
catiónicos

p

El DNA disuelto en un buffer
fosfato genera un precipitado 
en contacto con iones de 

El DNA ingresa por los 
microporos de las 
células al someterlas 

El DEAE-Dextrano 
es un policatión que 
se asocia al DNA.

Los lípidos catiónicos 
forman complejos 
estables con el DNA.

calcio.

La célula incorpora el 
precipitado mediante 
endocitocis

con un pulso eléctrico.
El complejo se 
asocia a las 
membranas 
celulares e ingresa

Estos complejos se 
asocian a las 
membranas 
celulares e ingresanendocitocis. celulares e ingresa 

por endocitocis.
celulares e ingresan 
por endocitocis.
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Si t lá id / él l i lSistema plásmidos/células animales

En función de los vectores utilizados, y de la permanencia
de los mismos en el cultivo celular, los plásmidos para
células animales se clasifican en:

Transitorios Estables

Su permanencia en las
células es momentánea

•Episomales: replicón de
origen viral y son de bajo

por pérdida en los
sucesivos ciclos de
división celular o por
muerte celular

g y j
número de copias
•Insercionales: El plásmido
se inserta en algún
cromosoma pormuerte celular cromosoma por
recombinación ilegítima, o 
mediado por sistemas virales



Expresión de proteínas recombinantes
Si t lá id / él l i l E ióSistema plásmidos/células animales: Expresión

GENOTIPO + AMBIENTE = FENOTIPO

gen

levadura proteína

Construir un gen que 
exprese la proteína de 

interés

Seleccionar la línea 
celular para la 

expresión del gen

Evaluar la 
producción de la 

proteína de interésinterés p g p
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Si t lá id / él l i l E ióSistema plásmidos/células animales: Expresión

Clonado en 
Escherichia coli

Transiente 
o estable
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Si t lá id / él l i l E ióSistema plásmidos/células animales: Expresión

Ejemplo de células transfectadas con un plásmido que expresa GFP

Células Sf21

40 X40 X
Microscopio de fluorescencia Luz Blanca



Expresión de proteínasExpresión de proteínasExpresión de proteínas Expresión de proteínas 
utilizando virus de insectosutilizando virus de insectos



Expresión de proteínas recombinantes
Si t i /h d dSistema virus/hospedador

Los virus son entidades biológicas con la capacidad de parasitar a
los organismos para la generación de su descendencia.

Esta característica transforma a sus genomas en excelentesEsta característica transforma a sus genomas en excelentes
plataformas para el clonado molecular.

Dado que existen virus conocidos para todos los organismos, es
posible proponer sistemas virales modificados para diferentes
aplicaciones.

Entre ellas la producción de proteínas recombinantes es unEntre ellas, la producción de proteínas recombinantes es un
objetivo ampliamente abordado para el diseño de sistemas de
expresión del tipo virus/hospedador.



Expresión de proteínas recombinantes

GENOTIPO + AMBIENTE = FENOTIPO

Plásmidos Bacterias

Plásmidos Levaduras

Plásmidos Células animales

Vi Cél l d i tVirus Células de insecto
Virus Células de mamíferos

Transgenes Toda clase de organismosg g



Expresión de proteínas recombinantes
Si t b l i /i tSistema baculovirus/insectos

Los baculovirus son virus que infectan principalmente
lepidópteros, himenópteros y dípteros en su estadio larval.

El rango de hospedador es muy estrecho.

Estos virus poseen genomas de cccdsDNA de entre 80-180
kpb, conteniendo entre 80-200 genes.

El virus presenta dos fenotipos a lo largo de su ciclo de
multiplicación: Viriones Brotantes y Viriones Ocluidosmultiplicación: Viriones Brotantes y Viriones Ocluidos.
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Si t b l i /i tSistema baculovirus/insectos

Micrografías electrónicas fenotipo ocluido
(OB: Occlusion Body)(OB: Occlusion Body)
A y B. Granulovirus.
C y D. Poliedrovirus

Nucleocápside
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Expresión de proteínas recombinantes
Si t b l i /i t i l l t lSistema baculovirus/insectos: ciclo en la naturaleza

Intestino medio del insecto (Infección primaria)
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Si t b l i /i tSistema baculovirus/insectos

Infección secundariaInfección secundaria

Muerte celular



Expresión de proteínas recombinantes
Si t b l i /i tSistema baculovirus/insectos

Los Viriones Ocluidos se utilizan para la infección de larvas.

Los Viriones Brotantes se utilizan para la infección en células
creciendo en condiciones de laboratorio.
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Células de insecto cultivadas in vitro infectadas con un baculovirus 



Expresión de proteínas recombinantes
Si t b l i /i tSistema baculovirus/insectos

GENOTIPO + AMBIENTE = FENOTIPO

gen Generar una construcción genéticag

Genoma de baculovirus Inserto: ORF

Construir un gen que 
exprese la proteína de 

interés

Genoma de baculovirus
recombinante

Inserto: ORF
En casete de 
expresión

interés



Expresión de proteínas recombinantes
Si t b l i /i tSistema baculovirus/insectos

El genoma de los baculovirus es infectivo per seg p
Al ser transfectado como DNA desnudo en una línea celular susceptible es capaz de 

iniciar la cascada de transcripción, traducción y replicación necesarias para la 
generación de progenie (viriones brotantes y viriones ocluidas)



Expresión de proteínas recombinantes
Si t b l i /i tSistema baculovirus/insectos

Al genoma de los baculovirus puede insertársele un replicón 
procariota, transformándose en un mega-plásmido 

Este mega-plásmido permite la realización de 
construcciones genéticas en Escherichia coli



Expresión de proteínas recombinantes
Sistema baculovirus/insectosSistema baculovirus/insectos

Ejemplo de la generación de un bácmido
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Si t b l i /i tSistema baculovirus/insectos

El gen que codifica la proteína mayoritaria del cuerpo de 
inclusión (Viriones Ocluidos; gen poliedrina) posee un 

promotor de altísima tasa de transcripciónpromotor de altísima tasa de transcripción

En función de ello, las regiones de este gen implicadas en la 
transcripción y traducción (promotor, UTRs, terminadores) son ideales 

para el diseño de un casete de expresión.



Expresión de proteínas recombinantes
Si t b l i /i tSistema baculovirus/insectos

E f ió d t d l id i t iEn función de todas las consideraciones anteriores:

Genomas baculovirales transformables en plásmidos bacterianos
Regiones del gen poliedrina adecuadas para la generación de genesg g p p g g
recombinantes.
Capacidad infectiva de los genomas baculovirales sobre cultivos de células
de insecto.

…es posible desarrollar sistemas de expresión para proteínas
recombinantes.

De hecho existen numerosos ejemplos en el mercado biotecnológico deDe hecho, existen numerosos ejemplos en el mercado biotecnológico de
sistemas basados en baculovirus y células de insecto.
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Sistema Bac to Bac (Invitrogen)



Expresión de proteínas recombinantes
Si t b l i /i tSistema baculovirus/insectos

Plásmido de Eschericia coli.

Permite el clonado de ORFs bajoPermite el clonado de ORFs bajo
el promotor del gen poliedrina,
permitiendo la generación de un
gen quimérico.

Posee los brazos del transposón
bacteriano Tn7.

Los brazos están flanqueando alLos brazos están flanqueando al
gen quimérico y a un gen de
resistencia bacteriano al antibiótico
gentamicina
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Dentro de 
E. coli
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Si t b l i /i tSistema baculovirus/insectos

Dentro de 
E. coli

Luego de transponer
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Si t b l i /i tSistema baculovirus/insectos

Sistema Bac to Bac (Invitrogen)
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Si t lá id /l d S l ió d él lSistema plásmidos/levaduras: Selección de células

GENOTIPO + AMBIENTE = FENOTIPO

gen

organismo

Seleccionar 
líneas celulares 
hospedadoras

Construir un gen que 
exprese la proteína de 

interés

g

Seleccionar las 
células de insecto 

hospedadora para el 

hospedadoras

interés p p
virus
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Si t b l i /i tSistema baculovirus/insectos

Sistema Bac to Bac (Invitrogen)



Expresión de proteínas recombinantes
Si t b l i /i tSistema baculovirus/insectos

Una vez obtenidos los bácmidos recombinantes (genomas baculoviralesUna vez obtenidos los bácmidos recombinantes (genomas baculovirales
replicables en Escherichia coli, conteniendo el gen para la expresión de la
proteína de interés), se purifican mediante miniprep por lisis alcalina, y
luego se transfectan (procedimientos antes descriptos) en células de
insecto (hospedadores naturales del baculovirus utilizado).

El genoma viral recombinante al ingresar al núcleo celular, será
molde para la transcripción y traducción de los primeros factoresmolde para la transcripción y traducción de los primeros factores
virales (capturando la maquinaria celular), los cuales luego permitirán la
replicación genómica (a través de una compleja cascada regulatoria), la
expresión de los factores tardíos y la encapsidación de la progenie
i lviral.

Dado que el gen recombinante está bajo el promotor del gen
poliedrina (responsable de codificar la proteína mayoritaria del cristal de losp ( p p y
viriones ocluidos), se generará una gran cantidad de la proteína de
interés.



Expresión de proteínas recombinantes
Si t b l i /i tSistema baculovirus/insectos

Ejemplo de la expresión de una proteína en el sistema Bac to Bac en 
células de insecto

1 2 3 4 5 6 7 8 9

SDS-PAGE 10%
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Si t b l i /i tSistema baculovirus/insectos

La expresión de proteínas también puede realizarse en larvas.

Cada larva infectada puede expresar entre 1 y 3 mg de proteínas

Alrededor de 100 larvas brindan una producción equivalente 
a 1 litro de c lti o de cél las de insectosa 1 litro de cultivo de células de insectos
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Si t b l i /i tSistema baculovirus/insectos

Baculovirus recombinantes que expresanBaculovirus recombinantes que expresan 
la DsRed (proteína roja). 

Rachiplusia nu
infectadainfectada 

con AcMNPV 
(ph-, DsRed+)

Rachiplusia nu
no infectada

Fuente: Anderson et al., 2003
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GENOTIPO + AMBIENTE = FENOTIPO

Plásmidos Bacterias

Plásmidos Levaduras

Plásmidos Células animales

Vi Cél l d i tVirus Células de insecto
Virus Células de mamíferos

Transgenes Toda clase de organismosg g



Expresión de proteínas recombinantes
Si t i d íf / él l d ífSistema virus de mamíferos/células de mamíferos

Existen numerosos ejemplos de virus de mamíferos modificados
para el desarrollo de sistemas de expresión de proteínas.

E t ll d i V i i l H iEntre ellos se pueden mencionar a Vaccinia y al Herpes virus.

Estos patógenos han sido modificados para que no afecten la
salud humana.

Al poseer genomas grandes de dsDNA, los sistemas comerciales
basados en ellos presentan similitudes con aquellos comentados
para los baculoviruspara los baculovirus.

Por otro lado, pueden usarse adenovirus, adeno-asociados,
retrovirus y lentivirus tal cual se usan para aplicaciones de terapia
génica.
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Si t i h / él l d ífSistema virus herpes/células de mamíferos

La Familia Herpesviridae contiene numerosos virus con genomas de
DNA i f t ífDNA que infectan mamíferos.

Entre ellos, se encuentran: HSV-1 (Herpes Simplex Virus Type 1), HSV-2
(Herpes Simplex Virus Type 2), HCMV (Human Cytomegalovirus), EBV (Epstein( p p yp ), ( y g ), ( p
Barr Virus), HHV3 (Varicella Zoster), KSHV (Kaposi’s sarcoma-associated
herpesvirus).

De todos los mencionados HSV-1 HCMV y EBV son los más utilizadosDe todos los mencionados, HSV 1, HCMV y EBV son los más utilizados
en diversas aplicaciones biotecnológicas.

HSV HCMV EBV HHV3
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Estructura típica de un herpes
162 capsómeros

(VP5, VP26, VP23, VP19C)

dsDNA lineal

Proteínas 
regulatorias

(~ 150 kpb)

10 
glicoproteínas

Envoltura lipídica
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Si t i h / él l d ífSistema virus herpes/células de mamíferos

Genoma del herpes

Suresh de Silva and William J. Bowers. Herpes Virus Amplicon Vectors. Viruses 2009, 1, 594-629; doi:10.3390/v1030594



Expresión de proteínas recombinantes
Si t i h / él l d ífSistema virus herpes/células de mamíferos

L t b d l d l i h d iLos vectores basados en el genoma del virus herpes se denominan
amplicones (herpes amplicon vectors).

P idPara encapsidar 
y resolver 
multímeros

Para Escherichia coli Para expresar 
la proteína de 
interésinterés

Para replicar con 
maquinaria viral

Suresh de Silva and William J. Bowers. Herpes Virus Amplicon Vectors. Viruses 2009, 1, 594-629; doi:10.3390/v1030594
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Si t i h / él l d ífSistema virus herpes/células de mamíferos

Suresh de Silva and William J. Bowers. Herpes Virus Amplicon Vectors. Viruses 2009, 1, 594-629; doi:10.3390/v1030594
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Sistema virus herpes/células de mamíferosp

Suresh de Silva and William J. Bowers. Herpes Virus Amplicon 
Vectors. Viruses 2009, 1, 594-629; doi:10.3390/v1030594
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Expresión de proteínas recombinantes
Si t OGMSistema OGM

La modificación genómica de mamíferos para la producción de
proteínas es un área de la biotecnología en pleno auge.

Esta estrategia denominada “molecular pharming”, consiste en disponer
de un ganado productor de alguna biomolécula, la cual se aísla a partir
de la leche, por ejemplo.

Metodológicamente involucra aplicar un procedimiento de mutagénesis
genómica del tipo knock in, y luego una serie de cruzamientos para
sostener la línea productorasostener la línea productora.

Esta metodología también está siendo explotada en vegetales.
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Sistema OGM

Louis-Marie Houdebine. Production of pharmaceutical proteins by transgenic animals. Comparative Immunology, Microbiology and Infectious Diseases 32 
(2009) 107–121
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Louis-Marie Houdebine. Production of pharmaceutical proteins by transgenic animals. Comparative Immunology, Microbiology and Infectious Diseases 32 
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Desarrollos de mamíferos transgénicos para producción de 
biofármacos en Argentina

insulina
Hormona de 
crecimiento

Lactoferrina y 
lisozimacrecimiento
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Sistema OGM

Bovinos transgénicos productores
de Insulina desarrollado por la
empresa BIOSIDUS en Argentina


