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AREA DE TRABAJO

El presente trabajo titulado "CONSTRUCCION DE UNA CEPA DE Pichia
pastoris SOBREPRODUCTORA DE LA ISOFORMA DE 20 kDa DE LA
HORMONA DEL CRECIMIENTO HUMANO" se llev6 a cabo en el Laboratorio
de Biotecnologia de la Unidad de Laboratorios de Ingenieria y Expresion
Genéticas del Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina de la
U. A. N. L, bajo la Asesoria de la Dra. Martha Guerrero Olazaran y la Co-
asesoria del Dr. Hugo Alberto Barrera Saldania.

Micrografia electrénica de una céluta de P. pastoris en gemacién (Cregg y Higgins, 1995).

La investigacién cientifica consiste en ver lo que
fodos han visto, pero pensar lo que nadie més
penso.

Albert Szent-Gyorgyi
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RESUMEN

Q.B.P. Eddy Luz Cab Barrera Fecha de Graduacién Octubre, 2000
Universidad Auténoma de Nuevo Lebn
Facultad de Medicina

Titulo del Estudio: CONSTRUCCION DE UNA CEPA DE Pichia pastoris
SOBREPRODUCTORA DE LA ISOFORMA DE 20 kDa DE LA HORMONA DEL
CRECIMIENTO HUMANO.

Niomero de paginas: 125 Candidato para el grado de Maestria en Ciencias
con especialidad en Biologia Molecular e ingenieria
Genética.

Area de Estudio: Biotecnologia.

Propésito y Método de Estudio: La isoforma de 20 kDa (20K) de la hormona del crecimiento
humano (HGH 20K), es la segunda hormona més abundante en la pituitaria, posee una
cadena sencilla de 176 aminodcidos, y un peso malecular de 20,269 Da. A pesar de que
las propiedades bioldgicas de la HGH de 20K han sido investigadas desde su
descubrimiento en 1978, éstas son aln controversiales, Esto debido en buena parte a la
dificuttad de su preparacién en cantidades y pureza suficientes. En el presente trabajo,
empleando técnicas estdndares de biologia molecular, se construy6é el plasmido
pPICOKhGH20K, conteniendo la secuencia completa del DNAc de hGH 20K, el cual fue
utilizado para transformar la cepa GS115 de Pichia pastorfs mediante la técnica de
formacion de esferoplastos. La integracion por recombinacién homéloga del plasmido en
el genoma de la levadura fue verificada mediante la Reaccibn en Cadena de la
Polimerasa (PCR). Las clonas conteniendo multicopias del cassette de expresion fueron
seleccionadas mediante la determinacion de la cinética de su crecimiento a dosis
crecientes del antibidtico G418 (geneticina). La identificacién de la HGH recombinante
(HGHr) de 20K secretada al medio de cultivo, se realizd por electroforesis en geles de
poliacrilamida-dodeciisulfato de sodio (PA-SDS). La amplificacién por PCR de una
banda de 1016 pb confirmd la integracién del plésmido al genoma de la levadura. La
identidad de HGHr de 20K fue confirmada por su peso molecular en geles de PA-SDS,
Todas las clonas analizadas sintetizaron y secretaron al medio de cultivo la hormona. Se
logrd la seleccion de cepas de P. pastoris sobreproductoras de HGH 20K, presentando
niveles maximos de produccién de hasta 17.863 mgiL de cultivo representando el 51.6%
de las proteinas tolales de medio de cuitivo.

Contribuciones y Conclusiones: En este trabajo se lograron obtener clonas recombinantes de
Pichia pastoris sobreproductoras y secretoras de la forma madura de HGHr de 20K.

FIRMA DEL ASESOR: FIRMA DEL CO-ASESOR
07 Martha Gue ro  Olazarén Dr. Hugc’ A. Barrera Saldaila
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