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RESUMEN

Biog. José Prisco Palma Nicol4s.

Universidad Auténoma de Nuevo Ledén
Facultad de Medicina
Departamento de Bioquimica

Clonacién Molecular del DNAc de la Hormona Variante del Crecimiento
Humano y su Expresion en Pichia pastoris.

Area de estudio: Biotecnologfa biomédica.

La hormona variante del crecimiento humano (HGH-V) es producida por la placenta
durante el embarazo. Sus niveles séricos se incrementan sostenidaments desde la 24°
semana hasta el término, y aproximadamente una hora después del parto caen
drésticamente hasta ser indetectables. En los ultimos afios s¢ ha acumulado evidencia de
que los niveles séricos bajos de esta hormona estin asociados con una patologia poco
frecuente conocida como retardo del crecimiento intrauterino (IUGR), sin embargo poco se
sabe acerca de la funcién bioldgica que lleva a cabo dicha hormona y de la importancia de
ésta durante la gestacién humana.

En el presente trabajo se propuso clonar el DNAc del gen hGH-V para producir la
proteina recombinante biolégicamente activa en Pichia pastoris. Para ello se disefiaron
oligonucleotidos especificos, con los cuales se obtuve por RT-PCR una banda inica de 649
pb. Esta fue clonada primero en pBS I KS(+), y luego de la clona resultante se recupero la
region codificante para la proteina HGH-V, misma que fue subclonada en e] vector de
expresion para levaduras pPIC9. Una vez en este vector, el DNAc y las regiones
reguladoras que lo flanquean fueron secuenciadas, lo cual confirmé su identidad como el
transcrito V1 del gen hGH-V; asi mismo, se verificé su enfasamiento correcto en el marco
de lectura abierto para la adecuada expresién del transgen.

El vector de integracion asi construido, pPIC9hGH-V, fue utilizado para transfectar
establemente, mediante recombinacion homéloga, levaduras de la cepa GS115 Pichia
pastoris, obteniéndose 8 clonas recombinantes productoras de la isoforma de 22 kDa de
HGH-V. Bajo las condiciones de expresién ensayadas en tubos con 10 ml de medio de
cultivo, se obtuvo una produccion de 0.42 mg/l, y una pureza del 20 %; esta dltima
expresada en términos del porcentaje correspondiente a la banda de 22 kDa, respecto del
total de las proteinas resueltas por SDS-PAGE. El medio de cultivo de las fermentaciones
fue ensayado en busca de actividad biolégica de 12 hormona, empleando células Nb2. Estas
células proliferan clonalmente cuando son estimuladas con HGH. El resultado obtenido
revel6 que la HGH-V producida en Pichia pastoris es biologicamente activa,
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