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Abstract 

Granulocyte colony stimulating factor (G-CSF) is one of the first cytokines to be discovered 

that finds wide applications in the treatment of neutropenia, central nervous system disorders, 

myeloablative therapy, myocardial infarction, hepatic damage and others. Recombinant G-

CSF, filgrastim obtained from E. coli was approved by FDA in 1991 for the treatment of 

neutropenia in cancer patients following which considerable efforts have been made to produce 

this protein for therapeutic use. Among the various available hosts for therapeutic protein 

production, methylotrophic yeast Pichia  pastoris evolved as an attractive alternative owing to 

its methylotrophic nature, shorter doubling time, ease of manipulation, ability to perform post 

translational modification, presence of strong inducible promoter and optimum cell growth 

over a wide pH range (pH 3 – 7) at low cost. The ultimate of aim of therapeutic protein 

production is to produce biologically active and stable protein in large amounts in a cost 

effective manner. The aim of the presented work was to enhance the production of G-CSF in 

P. pastoris by utilizing different strategies including – fusion of G-CSF with HSA and codon 

harmonization. Two fusion constructs of G-CSF with HSA domain III containing flexible 

linker and cleavable linker were generated. The fusion of G-CSF with HSADIII enhanced G-

CSF production by 5-8 folds. G-CSF present in fusion protein retained its alpha helical 

structure and biological activity in vitro. Maximum protein production was obtained when cells 

were grown at 22°C in baffled flask. Interestingly, MutS strain showed higher protein 

production as compared to Mut+ strain. Transcriptome data analysis was performed to reveal 

the underlying mechanism involved in this Mut phenotype dependent variation in heterologous 

protein production. Higher G-CSF production in MutS phenotype was accompanied by 

differential expression of genes involved in methanol metabolism, sterol biosynthesis, β- 

oxidation, amino acid metabolism, transcription, translation, unfolded protein response and 

biosynthesis of co-factors. In particular for methanol metabolism, FGH1, AOX2, RPE1, SHB17 
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and RPE1-2 genes were upregulated while DAL7 was downregulated indicating higher G-CSF 

production involved utilization of methanol with upregulation of assimilatory and dissimilatory 

pathways to prevent formaldehyde toxicity. We also explored codon harmonization to fine tune 

G-CSF sequence in light of specie specific codon bias and occurrence of alpha helical and link 

regions. Two codon harmonized sequences were generated and transformed in P. pastoris. 

Codon harmonization aided in increase in production of G-CSF protein by 10 fold with respect 

to native cDNA. The resulting protein showed less aggregation, retained structural and 

biological identity. Future studies focusing on exploring these strategies at fermenter level and 

evaluating the in vivo efficacy of resulting protein will help to establish the best possible 

strategy for G-CSF production in P. pastoris at large scale in a cost effective manner.  
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सार 

गै्रनुलोसाइट कॉलोनी उते्तजक कारक (जी-सीएसएफ) खोजे जाने वाले पहले साइटोककन्स में से एक है 

जो नू्यटर ोपेकनया, कें द्रीय तंकिका तंि के कवकारो,ं मायलोबे्लकटव थेरेपी, मायोकाकडियल इने्फक्शन, यकृत 

क्षकत और अन्य के उपचार में व्यापक अनुप्रयोग पाता है। ई कोलाई से प्राप्त फाइब्रॉस्टिमेंट जी-सीएसएफ, 

1991 में कैं सर रोकगयो ंमें नू्यटर ोपेकनया के उपचार के कलए एफडीए द्वारा अनुमोकित ककया गया था कजसके 

बाि कचककत्सीय उपयोग के कलए इस प्रोटीन के उत्पािन के कलए काफी प्रयास ककए गए हैं। कचककत्सीय 

प्रोटीन उत्पािन के कलए कवकिन्न उपलब्ध मेजबानो ंमें, मेकथलोटर ॉक़िक खमीर कपकचया पिोररस अपने 

मेकथलोटर ॉक़िक प्रकृकत के कारण एक आकर्िक कवकल्प के रूप में कवककसत हुआ, कम िोहरीकरण 

समय, हेरफेर में आसानी, अनुवाि में संशोधन करने की क्षमता, मजबूत पे्ररक प्रमोटर की उपस्टथथकत और 

इष्टतम सेल कवकास से अकधक। कम लागत पर एक कवसृ्तत पीएच रेंज (पीएच 3 - 7)। कचककत्सीय प्रोटीन 

उत्पािन का अंकतम उदे्दश्य ल लागत प्रिावी तरीके से बी ी मािा में जैकवक रूप से सक य और स्टथथर प्रोटीन 

का उत्पािन करना है। प्रसु्तत कायि का उदे्दश्य ल कवकिन्न रणनीकतयो ंका उपयोग करके पी। पािरी में जी-

सीएसएफ के उत्पािन को बढाने के कलए था, कजसमें एचएसए और कोडन हामोनाइजेशन के साथ जी-

सीएसएफ का संलयन शाकमल है। एचएसए डोमेन III युक्त जी-सीएसएफ के िो संलयन कनमािण कजसमें 

लचीले कलंकर और क्लीएबल कलंकर शाकमल थे, उत्पन्न हुए थे। HSADIII के साथ G-CSF के संलयन ने 

G-CSF उत्पािन को 5-8 गुना बढा किया। संलयन प्रोटीन में मौजूि जी-सीएसएफ ने अपने अल्फा 

हेकलकल संरचना और इन कवटर ो में जैकवक गकतकवकध को बनाए रखा। अकधकतम प्रोटीन उत्पािन प्राप्त 

ककया गया था जब कोकशकाओ ंको च ाकार फ्लास्क में 22 कडग्री सेस्टियस पर उगाया गया था। किलचस्प 

बात यह है कक, MutS िर ेन ने Mut + िर ेन की तुलना में अकधक प्रोटीन उत्पािन किखाया। टर ांसपेरोमेट 

डेटा कवशे्लर्ण को इस मू्यट फेनोटाइप में शाकमल अंतकनिकहत तंि को प्रकट करने के कलए ककया गया था 

जो हेटेरोग्लस प्रोटीन उत्पािन में कनििर है।  
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MutS फेनोटाइप में उच्च G-CSF उत्पािन मेथनॉल चयापचय, िेरोल बायोकसंथेकसस, β-ऑक्सीकरण, 

अमीनो एकसड चयापचय, प्रकतलेखन, अनुवाि, अनफोले्डड प्रोटीन प्रकतक या और सह-कारको ं के 

संशे्लर्ण में शाकमल जीनो ंके अंतर अकिव्यस्टक्त के साथ था। मेथनॉल चयापचय के कलए कवशेर् रूप से, 

FGH1, AOX2, RPE1, SHB17 और RPE1-2 जीनो ंको अपगे्रड ककया गया था, जबकक DAL7 को उच्च 

G-CSF उत्पािन का संकेत किया गया था कजसमें फॉमेस्टल्डहाइड कवर्ाक्तता को रोकने के कलए आत्मसात 

और कविारक मागों के अपघटन से मेथनॉल का उपयोग शाकमल था। हम िी कवकशष्ट कवकशष्ट कोडन 

पूवािग्रह और अल्फा पेचिार और कलंक के्षिो ंकी घटना के प्रकाश में जी-सीएसएफ अनु म ठीक धुन 

करने के कलए कोडन सामंजस्य का पता लगाया। िो कोडन सामंजस्य वाले अनु म उत्पन्न हुए और 

कपकचया पािरी में तब्दील हो गए। िेशी सीडीएनए के संबंध में जी-सीएसएफ प्रोटीन के उत्पािन में 10 

गुना की वृस्टि के साथ कोडोन हामोनाइजेशन सहायता प्राप्त है। पररणामस्वरूप प्रोटीन ने कम 

एकिीकरण किखाया, संरचनात्मक और जैकवक पहचान को बनाए रखा। िकवष्य के अध्ययन ककण्वक 

स्तर पर इन रणनीकतयो ंकी खोज पर ध्यान कें कद्रत कर रहे हैं और पररणामस्वरूप प्रोटीन की कववो 

प्रिावकाररता का मूल्ांकन करने से लागत प्रिावी तरीके से बीे  पैमाने पर कपकचया पािोररस में जी-

सीएसएफ उत्पािन के कलए सवोत्तम संिव रणनीकत थथाकपत करने में मिि कमलेगी। 
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