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Introduccion

La hormona del crecimiento humana (hGH) es una proteina
compuesta por 191 aminoacidos con un peso molecular de 22
kDa unida por dos puentes disulfuro, la cual es producida,
almacenada y secretada por la glandula pituitaria. Es una de las
hormonas mas importantes en el cuerpo humano debido a su
papel central en una variedad de funciones bioldgicas,
incluyendo la proliferacién celular, el metabolismo y el
crecimiento®.

La hGH es una proteina no glicosilada, debido a esto, se ha
producido extensamente en sistemas de expresion procariota. El
organismo mas empleado para la produccion es E. coli. Su
popularidad se debe principalmente a sus altas tasas de
crecimiento, bajo costo, y la capacidad de expresar altos niveles
de proteina?.

CusF es una proteina periplasmica que forma parte del complejo
CusCBFA presente en E. coli que se encarga de regular las
concentraciones de plata y cobre; CusF ha demostrado ser una
buena alternativa como proteina de fusion durante la expresion
de proteinas recombinantes®. Para optimizar el proceso de
purificacion se cred CusF3H+ que es una mutante de CusF a la
cual se le han agregado 3 histidinas para fomentar la afinidad a
iones Ni(ll)*.

La proteina pequefia de unién a metales (SmbP por sus siglas en
inglés) es también una proteina de 9.9 kDa aislada del periplasma
de Nitrosomonas europaea. La proteina madura es un mondmero
de sélo 93 aminoacidos que tiene la capacidad de unirse a
diferentes iones metalicos divalentes como Cu, Niy Zn, y ya se
ha usado en estudios anteriores como proteina de fusion®.

Parte experimental

La secuencia de aminoacidos correspondiente a la hGH fue
sintetizada por GenScript, esta secuencia se optimizé para su
expresion en E. coli. Las secuencias de PelB-SmbP+hGH y
CusF3H*+hGH fueron digeridos y ligados en el plasmido
pET30a. E coli BL21(DE3) fue transformada con los plasmidos
pET30a- PelB-SmbP + hGH y pET30a- CusF3H*+hGH.

Se realiz6 la produccién de la hGH cultivando E. coli a 37°C
hasta que alcanzé una densidad Optica entre 0.4-0.6. La expresién
fue inducida con IPTG a concentracion final de 0.1mM incubada
a 25°C durante 16h. La extraccion de las proteinas periplasmicas
se llevd a cabo utilizando el método de lisozima/choque
osmotico.

Se llevo a cabo la purificacion de la proteina de interés usando
cromatografia de afinidad con metales inmovilizados (IMAC).
Para la evaluacion de la expresién de la hGH se empled la
técnica de SDS-PAGE.

Resultados y discusion

El analisis mediante SDS-PAGE mostro, que habia altos niveles
de expresion y la proteina obtenida no formaba cuerpos de
inclusion.

La baja formacion de cuerpos de inclusion se debe a que la
produccién de la proteina se lleva en el espacio periplasmico de
E. coli, el cual posee un ambiente oxidante, lo que es importante
para la formacion de enlaces disulfuro, ademas ofrece otras
ventajas como la reduccion en proteinas contaminantes y acidos
nucleicos®.

Los niveles de expresion son mayores usando PelB-SmbP que
con CusF3H+ (Fig.1), esto se debe a que el péptido sefial PelB,
posee una region -h mas hidrofébica que el péptido sefial de
CusF3H+, se ha demostrado que el aumento de la hidrofobicidad

en esta regién aumenta los niveles de expresion en el
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Fig. 1 SDS-PAGE 12%. Carril 1: marcador de peso molecular;
Carriles 2, 4, 6, 8: Fraccion Soluble; Carriles 3, 5, 7, 9: Fraccion
Insoluble.

Conclusiones

Este proyecto describe una estrategia eficiente para la expresion
y purificacion de la hGH. Segin los analisis realizados la
construccion PelB-SmbP+hGH ha mostrado mejores niveles de
expresion con respecto a CusF3H*+hGH. La purificacion de la
hGH se llevd a cabo usando IMAC con Ni(ll).
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