PRODUCCIONY SECRECION DE MIEMBROS DE LA FAMILIA DE LA HORMONA
DEL CRECIMIENTO EN Pichia pastoris.
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Introduccion. ElI mayor interés de la industria
biotecnol 6gica han sido las proteinas terapéuticas y de éstas
las la mayoria relacionadas con la salud humana, como es €l
caso de la HGH recombinante (1). También, las relacionadas
con la produccion y salud animal, destacando nuevamente
las GHs. Estas son proteinas de aproximadamente 190
residuos aminoacidicos, sintetizadas en |os somatotropos de
la hipéfisis anterior de los mamiferos. Participan en €
crecimiento muscular, lactopoyesis y regeneracion de
tejidos, entre otras propiedades (2). L os sistemas actuales de
produccién de GHs son en bacterias, presentando las
caracteristica de ser producidas desnaturalizadas en cuerpos
deinclusion y bioldgicamente inactivas, contrastando con la
levadura Pichia pagoris que sobreproduce y secreta al

medio de cultivo proteinas recombiantes reteniendo su
actividad biolégica (3).

El objetivo de este trabajo fue construir cepas de levaduras
Pichia pastoris capaces de sobreproducir y secretar las GHs
recombinantes.

M etodologia. Utilizando plasmidos previamente construidos
en nuestro laboratorio, por RCP se amplifico e ADNc de
cada una de las GHs. Posteriormente se inserto en el vector
de expresiéon pPIC9, originando a pPIC9K para HGH22K y
HGH20K y pPIC9 para HGHV, hPL, BGH, CHGH, CFGH,
ECGH y FCGH. Luego cada plasmido se linearizd y
transformé a P. pastoris, integrandose en su genoma por
recombinaciéon homdloga (4). Las clonas resultantes que
integraron el casete expresor de las respectivas GH se
fermentaron en matraz con 25 ml de medio con extracto de
levadura, peptona, base nitrogenada paralevaduray glicerol,
por 120 h a temperatura de 30 C a 250 r.p.m., induciendo
con metanol al 0.75%. De casa caso, se recupero el medio de
cultivo por centrifugacién y se analiz6 por DSEGPA d
15% vy fue tefiido con azul de Coomassie. Las proteinas se
determinaron por latécnicade Bradford.

Resultadosy discusion.
L os resultados obtenidos se muestran en el cuadro 1.
Cuadro 1. Proteinas totales secretadas a medio de cultivo.

Prot. totales Prot. totales
CEPA (ng/ml) CEPA (ng/ml)
HGH22K uni. 33.3 BGH 33.7
HGH22K multi. 36.9 CHGH 27.3
HGH20K 38.8 FCGH 374
HGHV 36.3 ECGH 37.6
HPL 39.8 CFGH 41.2
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Fig 1. Expresién en Pichia pastoris de las GHs. Proteinas en medio
de cultivo resueltas en EGPA-SDS a 15%. M, marcador de peso
molecular; (+), HGH22K comercial; (-) clonano inducida; a) GHs
humanas y lactogeno placentario y b) GHs animales segiin se
indica.

Conclusiones. Este es el primer reporte de la produccion
simultanea de multiples hormonas de la familia de la GH
lograda en Pichia pastoris. Las GHs fueron eficientemente
producidas, procesadas, secretadasy correctamente plegadas
por Pichia pastoris.
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