PRODUCCION Y SECRECION DE

HORMONA DEL
BIOLOGICAMENTE ACTIVA POR Pichia pastoris.

CRECIMIENTO  CANINA

Jorge A. Ascacio Martinez, Gerardo R. Padilla Rivasy Hugo A. Barrera Saldafia. Facultad de Medicina, Departamento

de Bioquimica, Madero y Aguirre, Monterrey, N.L. México. C.P. 64460. Fax: 83337747, hbarrera@fm.uanl.mx.
Palabras claves: GH, Canisfamiliaris, Pichia pastoris

Introduccion. Las hormonas del crecimiento (GH) son
proteinas de aproximadamente 190 residuos aminoacidicos,
sintetizadas en los somatotropos de la hipdfisis anterior de
los mamiferos. Para el perro (Canis familiaris) hay evidencia
del papel benéfico que juega su GH (CFGH) en €
tratamiento de obesidad y fracturas de huesos.
Interesantemente, esta hormonaesidénticaaladel cerdo (1),
especie en la que induce carne mas magra. Las GHs se han
venido produciendo en bacterias, aunque dificultando su
proceso por producirlas desnaturalizadas en cuerpos de
inclusion y bhiol6gicamente inactivas, contrastando con la
levadura Pichia pastoris que sobreproduce y secreta al
medio de cultivo proteinas recombinantes con actividad
bioldgica(2).

Buscando explotar las ventgjas de Pichia pastoris, nos
propusimos construir cepas de esta levadura capaces de
sobreproducir y secretar la CFGH biol 6gicamente activa.

Metodologia. Por Reaccion en cadena de la polimerasa
(RCP) a partir de plédsmidos previamente construidos en
nuestro laboratorio (1), se amplificd é ADNc de la CFGH y
seinsertd en el vector de expresion pPIC9 en los sitios Xho |
y Avr Il, originando a pPIC9-cfGH. Luego éste se lineariz
con Sac | y se transformé en P. pastoris, integrandose en su
genoma por recombinaciéon homdloga (3). La clonas
resultantes que integraron el “casete” expresor de la CFGH
se fermentaron en matraz con 25 ml de medio de medio con
extracto de levadura, peptona, base nitrogenada para
levaduray glicerol, por 120 horas a temperatura de 30 C a
250 r.p.m., induciendo con metanol a 1 %. Se recuperé €l
medio de cultivo por centrifugacion y se analizd por SDS-
EGPA d 15%, tefiido con azul de Coomassie. El medio que
contiene la CFGH se diaiz6 y con éste se ensayo la
actividad biol6gicaen lalineacelular Nb2 (4).

Resultados y discusion. La RCP produjo una banda de 597
pb correspondiente a ADNc de CFGH, que se clond en
pPIC9 originando a pPIC9-cfGH. La integracion del
“casete” expresor de CFGH a genoma de P. Pastoris se
demostré por RCP, con la presencia de una banda de 1050
pb. Ademés, se encontré que algunas clonas presentaban la
banda de 2105 pb correspondiente a gen de aox1 (mut"),
mientras que otras no (mut®). Las fermentaciones produjeron
CFGH de arededor de 23 kDa que sobresale en abundancia
del resto de las proteinas del medio. El nivel de proteinas
totales secretadas a medio de cultivo alcanzado en matraz
fue de aproximadamente 40 pg/ml y 15 pg/ml para las
construcciones mut® y mut®, respectivamente. Segin el
andlisis en EGPA-SDS, la hormona producida por la

fermentacion de la mut® representa alrededor del 60% del
total de la proteinas secretadas, casi tres veces mas que su
contraparte mut® (fig. 1). La CFGH mostro actividad
biolégica en el ensayo de proliferacion celular de la linea
Nb2.
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Fig 1. Expresién en Pichia pastoris de la CFGH. Proteinas en €l
medio de cultivo resueltas en EGPA-SDS al 15%. M, marcador de
peso molecular; HGH, hormona del crecimiento humana;, P1,
rCFGH (Mut®) y P2, rCFGH (Mut®); y (-), clonano inducida.

Conclusiones. Este es el primer reporte de la produccién de
la CFGHr madura lograda en un microorganismo modificado
por ingenieria genética. La GH canina fue eficientemente
producida, procesada, secretaday correctamente plegada por
Pichia pastoris. El andlisis por EGPA-SDS, muestra que la
CFGHTr constituye la banda principal entre las proteinas
secretadas. La actividad biolégica de la hormona se
comprobé en el ensayo delalinea celular Nb2.
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