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Qué es una proteína 
recombinante?

Se considera una proteína recombinante o
proteína heteróloga aquella proteína cuya
síntesis se realiza en un organismo distinto
al organismo nativo.al organismo nativo.
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Que sistema de 
expresión elegir?

Fernandez and Vega 2013
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Pichia pastoris

• Es un sistema de gran éxito para la producción de una amplia 
variedad de proteínas recombinantes

• Como la levadura, P. pastoris es un microorganismo unicelular que es 
fácil de manipular y cultura. Sin embargo, también es un eucariota y 
capaz de muchas de las modificaciones post-traduccionalescapaz de muchas de las modificaciones post-traduccionales
realizadas por células eucariotas superiores, tales como el 
procesamiento proteolítico, la formación de enlaces de sulfuro de 
plegado, di- y glicosilación. Por lo tanto, muchas proteínas que 
terminan como cuerpos de inclusión inactivos en sistemas bacterianos 
se producen como moléculas biológicamente activas en P. pastoris. El 
sistema de P. pastoris también se considera en general de ser más 
rápido, más fácil y menos costoso de usar que los sistemas de 
expresión derivados de eucariotas superiores, tales como sistemas de 
células de cultivo de tejidos de insectos y de mamíferos y por lo 
general da altos niveles de expresión.



En los ochenta fue
desarrollada una cepa de
P. pastoris que crece en
altas densidades (Phillips
Petroleum Co.)

Desde 1990 esta ������� aDesde 1990 esta ������� a
ofrece esta �	�
����� a sin



�� n costo para la


�	��
���
� n y uso en
universidades y
organizaciones sin � nimo de
lucro, a ����� s de acuerdos
de transferencia
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la densidad de células de la
biomasa puede ser diez veces
mayor que la de los cultivos de
S. cerevisiae, incrementando
la producciónla producción
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Alta 
biomasa

Ventajas

la densidad de células de la
biomasa puede ser diez veces
mayor que la de los cultivos de
S. cerevisiae, incrementando
la producción

conducen a altos niveles de 
expresión

señales de secreción de proteínas
eficientes y no secretan considerables
cantidades de ����	� nas 	
�� genas,
simplificando la purificación

la producción

promotores fuertes 

Secreción de la
proteína



Pichia se ha utilizado para producir con éxito proteínas
que incluyen enzimas, antígenos, fragmentos de
anticuerpos. Beneficios de expresión en Pichia incluyen:
- Proteínas Solubles
- Alta densidad celular/alto rendimiento de proteína
- Proceso Controlable
- Purificación o Procesos downstream mínimos
- Productos similares a los producidos en sistemas de

mamíferos

Altos rendimientos de proteína
funcional en un huésped
microbiano fácil de manejar y
rentable

mamíferos



(A) N-linked glycosylation pathway in humans and P.  pastoris. 

Byung-Kwon Choi et al. PNAS 2003;100:5022-5027



Metabolismo del MetOH

Gerd Gellissen et al. FEMS Yeast Res 2005



Cereghino and Cregg, FEMS Microbiology 2000









Expresión de LipR en Expresión de LipR en 
Pichia pastoris

Utilizar como ������ na modelo la lipasa del 
grampositivo Rhodococcus sp, para implementar 
con la �����		
� n de esta ������ na ������ loga el 

sistema de expresión Pichia pastoris



Lip RLip R

Expressed in 
heterologous host : 

E.coli Origami. 
Intracellular.

Rhodococcus
Lipases

��������� ��	�
�	�
��



• La 	���	�
� n de una ����	� na ���� nea
requiere la 

�	��
� n del gen en un vector
de 	���	�
� n, para introducirlo en el
genoma de una cepa de P. pastoris ygenoma de una cepa de P. pastoris y
finalmente, identificar por el marcador de
�	�	��
� n la efectividad de la
���
�������
� n, para así realizar un
screening de expresión.





Amplificacióny Clonación en vectores de clonación

- Fw LipRsinATG E    attaGAATTCGCATCAAAGATTCTCTTTC  
- Rv LipRstop K tttGGTACCTCAGCCCGCCGCGTG 

����������
��

Gel de agarosa al 0,8% 
teñido con sybr safe



Amplificacióny Clonación en vectores de clonación
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Gel de agarosa al 0,8%. Clon E. coli DH5�   pJET-Lip 
1/BglII EcoRI (A),  clon E. coli DH5�   pJET-Lip 1/EcoRI 
KpnI (B), clon E. coli DH5�   pJET-Lip 2/BglII EcoRI (C),  
clon E. coli DH5�   pJET-Lip 2/EcoRI KpnI (D), clon E. 
coli DH5�   pJET-Lip 3/BglII EcoRI (E),  clon E. coli
DH5�   pJET-Lip 3/EcoRI KpnI (F)

E. coli DH5�   pJET-LipR



Clonación en los vectores de expresión pPICZ�  y 
pGAPZ� , transformación a E. coli
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Gel de agarosa 0,8%. Digestiones E. coli DH5�   
pGAPZ� /EcoRI KpnI (A,B), E. coli DH5�   pJET Lip/EcoRI 
KpnI (C,D), E. coli DH5�   pPICZ� /EcoRI KpnI (E), E. coli
DH5�   pGAPZ� /EcoRI KpnI (F)
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Gel de agarosa 0,8%. Digestiones E. coli DH5�   
pGAPZ� /EcoRI KpnI (A,B), E. coli DH5�   pJET Lip/EcoRI 
KpnI (C,D), E. coli DH5�   pPICZ� /EcoRI KpnI (E), E. coli
DH5�   pGAPZ� /EcoRI KpnI (F)
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Screening de clones transformantes en E. coli
DH5� :  pPICZ� -Lip/EcoRI KpnI

pJET 
Lip/EcoR
I KpnI
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Screening de clones transformantes en E. coli
DH5� :  pGAPZ� -Lip/EcoRI KpnI

E. coli DH5�   pPICZ� -LipR

E. coli DH5�   pGAPZ� -LipR



Transformación de  pPICZ�  -
LipR y pGAPZ� -LipR a Pichia 

pastoris

����� �  LipR �
��� �  LipR



Selección con Zeo

Zeocina 100



Transformación de  pPICZ�  -
LipR y pGAPZ� -LipR a Pichia 

pastoris�
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Screening por amplificación a partir de colonias con primers AOX fw y 
AOX rv de clones transformantes de P. pastoris pPICZ� -LipR. Clones 1, 3-AOX rv de clones transformantes de P. pastoris pPICZ� -LipR. Clones 1, 3-
13 y 24-27. Control negativo (N). Control positivo (C). 
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Screening por amplificación a partir de colonias con primers � -factor fw y AOX rv 
de clones transformantes de P. pastoris pGAPZ� -LipR. Clones 1-17. Control 
positivo (C)



Expresión
Los cultivos de alta densidad celular para producir
proteínas recombinantes en P. pastoris son generalmente
realizados como un bioproceso en varias etapas,
incluyendo 3 fases diferentes:
- Fase de crecimiento en glicerol : Para obtener un alto

nivel de biomasa de forma rápida mientras se está
reprimiendo la expresión del gen foráneo.reprimiendo la expresión del gen foráneo.

- Fase de transición : Para dereprimir el promotor AOX1

- Fase de inducción con metanol : Que también
determina la tasa de crecimiento específico, un
parámetro clave, ya que todas las reacciones biológicas
para la producción de proteínas están asociados directa
o indirectamente con el crecimiento celular
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Pichia pastoris pPICZ 
  –LipR  clones 8, 9 y 15

Gel SDS-PAGE expresión con el promotor AOX, Zimograma (A) y Coloración 
de Coomassie (B): sobrenadante de los clones 8, 9 y 15 de Pichia X-33 
pPIC� -LipR (1, 2, 3), células de los clones 8, 9 y 15 de Pichia X-33 pPIC� -
LipR 



Pichia pastoris pPICZ 
  –LipR  clones 9 y 24

Gel SDS-PAGE expresión con el promotor AOX, Zimograma (A) y Coloración de 
Coomassie (B): sobrenadante del clon 9 Pichia X-33 pPIC� -LipR (1), sobrenadante del clon 
24 Pichia X-33 pPIC� -LipR (2), sobrenadante Pichia X-33  (3), fracción soluble del clon 9 
Pichia X-33 pPIC� -LipR (4), fracción soluble del clon 24 Pichia X-33 pPIC� -LipR (5), 
fracción soluble del clon 9 Pichia X-33 pPIC� -LipR (6), fracción soluble de Pichia X-33 (7)
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Pichia pastoris pGAPZ 
  –LipR  clones 9 , 11 y 12 

Gel SDS-PAGE expresión con el promotor GAP, Zimograma (A) y Coloración de Coomassie (B): 
sobrenadante del clon 9 Pichia X-33 pGAP� -LipR (1), sobrenadante del clon 11 Pichia X-33 
pGAP� -LipR (2), sobrenadante del clon 12 Pichia X-33 pGAP� -LipR (3), sobrenadante Pichia X-33 
(4), fracción soluble del clon 9 Pichia X-33 pGAP� -LipR (5), fracción soluble del clon 11 Pichia X-33 
pGAP� -LipR (6), fracción soluble del clon 12 Pichia X-33 pGAP� -LipR (7), fracción soluble de 
Pichia X-33 (8)



Optimización de la Expresión

• Fermentación

• Optimización de codones







• Optimización de codones



Yang J-K et al, Plos One, 2012
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