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SUMMARY

The present study describes the successful attempt to increase the expression
levels of two recombinant proteins, the acid-a-glucosidase (GAA) and the acid-[3-
glucosidase (GCase), in the rice endosperm.

GAA and GCase are human lysosomal enzymes, whose deficiency or insufficient
catalytic activity causes the rare autosomal recessive storage disorders known
as Gaucher and Pompe disease, respectively.

Pompe disease is characterized by glycogen accumulation in lysosomes, leading
to lysosomal swelling, cellular damage and organ malfunction; in early-onset
patients (infantile and juvenile forms), glycogen accumulation may cause death.
The enzymatic deficiency of GCase causes a process of sphingoglycolipid
engulfment especially into cells of the monocyte-macrophage system endowed
with an intense phagocytic activity. In these cells, the stored material mainly
grows out of the membranes of phagocytised peripheral hemopoietic cells.

A clinical approach for the treatment of lysosomal storage diseases is based on
enzyme replacement therapy (ERT) which consists of regular infusions of the
missing enzyme by intravenous administration of the recombinantly-produced
enzyme. Currently, recombinant forms of human GAA e GCase have been
produced and purified from CHO cells (Chinese hamster ovary cells) and
approved for the enzyme replacement therapy. However, the CHO technology is
rather inefficient and shows a series of disadvantages such as low production
and dramatically high production costs which reflect in a limited availability and in
a more expensive drug. To overcome these problems and to guarantee the drug
access to all patients, transgenic plants have been proposed as an alternative
safe and cost-effective production system. In recent years plant systems have
been found ideal bioreactors for producing recombinant proteins because of their
high yields, low productioncost, large storage ability and low risk of contamination
from human- and animal-derived pathogens. To date, many recombinant proteins
have been successfully produced with the rice seed system used as bioreactor.

In this respect, endosperm-specific expression was chosen because endosperm
is an ideal platform for the production of recombinant proteins. Compared with

other expression sustems, the use of endosperm has many advantages: 1. it
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allows an accumulation of the recombinant proteins for long time without
compromising enzymatic activity in a small volume and in a stable biochemical
environment; 2. in the seed there is a relatively low content of lipids and phenols
which could hinder protein extraction and purification processing; 3. proteins
expressed in endosperm have no interference with plant metabolism and growth.
However, how to further increase the level of recombinant enzymes is still a
major problem for the practical application of plant based production system.

The main scope of the present research was to improve the production of human
a- and B-glucosidase exploiting the factors affecting the expression levels. In
order to achieve the aforementioned objective, experiments were designed to: a.
create synthetic versions of human GCase, applying the criteria of Codon
Context (CC) and Codon Usage (CU); b. evaluate different 3'-UTR elements as
terminators; c. construct a suitable GCase and GAA expression vector for
Agrobacterium-mediated rice transformation; d. develop a selection system and
progeny analysis based on protein extraction and subsequent immulogical assay
(DAS-ELISA).

Gene design technology was applied to convert the native GCase coding
sequence into synonymous versions optimized for a high expression in rice seed.
GCase seed content was determined in a population of 50 individuals harboring
the GCase CC and the GCase CU compared with the native version of the
sequence. Results showed that the GCase CC version determines a remarkable
increase in the seed content of the recombinant protein; it was therefore
demonstrated experimentally the improvement of the expression levels using the
Codon Context method.

In the attempt to achieve high levels of accumulation of recombinant GAA, the
effect of two different 3’-UTR sequences, NOS and GluB4 terminator, combined
with the Glub4 promoter was studied. Compared to NOS, the 3’-UTR of GluB4
significantly enhanced the accumulation of recombinant GAA leading to a 2-fold
increase of GAA production in rice endosperm.

In order to identify the lines with the higher content of GCase and GAA into the
population of primary transformants, a selection system based on protein
extraction and subsequent DAS_ELISA was optimized. The average GAA and
GCase amount in the crude, seed protein extracts from best primary
transformants was about 120 mg/Kg of rice seed; however, major improvements
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in productivity can be achieved through the use of refined extraction techniques,
further selection of transformants and transgene fixation at an homozygous state.
For this reason, in the present work the lines which presented the highest
amount of each protein were choosen to produce the next plant generation in
order to fix the transgene at an homozygous state.

In conclusion, both recombinant enzymes were successfully produced in rice
endosperm demonstrating the possibility to use rice as a bioreactor for
recombinant protein production. Moreover, the yield of recombinant proteins in
transgenic rice can be increased by optimizing parameters that affect
endosperm-specific expression. In particular, both codon optimization and
selection of appropriate 3’-UTR sequences can certainly improve accumulation of
recombinant enzymes in rice seed. The endosperm-specific expression system
developed in rice has all the prerequisites to develop into a technological

platform for a more cost-effective, industrial-scale production of GAA and GCase.
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1. INTRODUZIONE

1.1 I disordini da accumulo lisosomiale (LSD)

| disordini da accumulo lisosomiale (LSD) rappresentano un vasto gruppo di
malattie genetiche umane caratterizzate da un difetto genetico a carico di uno o
pilu enzimi lisosomiali specifici coinvolti nel metabolismo cellulare (Richards,
2002).

| lisosomi sono organelli citoplasmatici di forma quasi sferica, circondati da un
unico strato membranoso e presenti nelle cellule animali. Sono deputati alla
degradazione di polimeri biologici (proteine, acidi nucleici, carboidrati e lipidi) e al
successivo riciclo di componenti cellulari sottoforma di sostanze monomeriche
che vengono rilasciate nel citosol (Neufeld, 1991).

Gli enzimi degradativi sarebbero dannosi se liberi di agire su tutti i componenti
cellulari. Pertanto, essi vengono convenientemente racchiusi all'interno del
lisosoma. Una seconda modalita di difesa contro la distruzione incontrollata di
macromolecole citosoliche da parte degli enzimi lisosomiali & rappresentata dalla
differenza di pH che si instaura tra I'interno dei lisosomi e il citosol a opera di una
pompa protonica attivata dal’lATP e presente nella membrana lisosomiale. Il
compartimento lisosomiale €&, infatti, piu acido (pH < 5) rispetto al citosol (pH
intorno a 7). Gli enzimi degradativi delle proteine, dei lipidi, dei mono- e
polisaccaridi, le nucleasi e le fosfatasi sono attivi a pH acido mentre la loro
attivita diminuisce notevolmente al pH piu elevato del citosol (Nelson e Cox,
2002).

L’insufficiente attivita degli enzimi lisosomiali richiesti per il catabolismo cellulare
€ causa delle malattie da accumulo lisosomiale. In relazione alla particolare
mutazione, i pazienti colpiti possono presentare un’assenza totale o parziale di
attivita enzimatica. Conseguentemente si osserva un accumulo progressivo del
substrato che non pud essere degradato a livelli sufficienti all’interno del
lisosoma (Tab. 1.1). La mancata degradazione degli intermedi biochimici porta a
un malfunzionamento delle cellule e dei tessuti che si manifestano in una varieta

di sintomi clinici sia cronici, sia progressivi (Hopwood e Brooks, 1997).
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Malattia Disordine Enzima difettivo Substrato
metabolico accumulato
Malattia di Pompe IdroI|§| difettiva di a-gluc_03|da3| Glicogeno
glicogeno acida
Idrolisi difettiva di B-glucosidasi

Malattia di Gaucher Glucosilceramide

glucosfingolipidi acida

Idrolisi difettiva di

Malattia di Fabry glicosfingolipidi

a-galattosidasi A | Globotriaosilceramide

Mucopolisaccaridosi | C_ata_bollsmp d|f§tt|vc_> a-L-iduronidasi Eparano solfati
di glicosaminoglicani

Malattia di Niemann- Idrolisi difettiva di

Pick B sfingomielina Sfingomielinasi Sfingomielina

Tabella 1.1 Principali malattie da accumulo lisosomiale.

Due importanti disordini da accumulo lisosomiale sono rappresentati dalla
malattia di Gaucher e dalla glicogenosi di tipo Il (anche nota come malattia di
Pompe), determinate da una deficienza nell'attivita enzimatica rispettivamente
della B-glucosidasi acida e dell’'a-glucosidasi acida. Entrambe sono proteine
umane che svolgono specifiche funzioni e presentano caratteristiche biochimiche
tali da farle assumere anche importanti funzioni terapeutiche. Sono accumunate
da una disponibilita limitata e da un processo di sintesi e produzione complesso.
Nei prossimi paragrafi seguira una descrizione particolareggiata per ognuna di

esse.

1.2 L’a-glucosidasi acida umana (GAA)

1.2.1 Generalita sull’a-glucosidasi acida umana

L’alfa glucosidasi lisosomiale (alfa glucosidasi acida, maltasi acida, in breve
GAA; EC 3.2.1.3) € una proteina lisosomiale solubile appartenente alla famiglia
delle y-amilasi con specificita per il glicogeno e diversi oligoglucosidi naturali e
sintetici.

1.2.2 Caratteristiche strutturali, funzionali e sintesi della proteina
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L’enzima & una proteina lisosomiale solubile con attivita ottimale a valori di pH
compresi tra 4.0 e 5.0 (Jeffrey et al.,, 1970; Palmer, 1971; Rosenfeld, 1975;
Kostner e Slee, 1977).

Nei lisosomi, GAA catalizza la reazione di idrolisi dei legami glucosidici a-1,4 e a-
1,6 con degradazione del glicogeno a glucosio.

Il gene codificante I'a-glucosidasi umana € localizzato sul braccio lungo (q) del
cromosoma 17 tra le posizioni 25.2 e 25.3. E’ lungo approssimativamente 28 Kb
e contiene 19 introni e 20 esoni (Martiniuk et al., 1991). Il primo introne € situato
all'interno della regione non tradotta 5’ e il primo esone &, percio, non codificante.
Il codone di inizio ATG é localizzato a 33 bp dall'inizio del secondo esone. Nei
vertebrati la porzione non tradotta del primo esone codificante dei geni &
generalmente corta e raramente supera i 40 nucleotidi.

L’RNA messaggero del gene GAA comprende una sequenza codificante di 2856
bp fiancheggiata da una regione non tradotta in 5’ di 218 bp e una regione non
tradotta in 3’ di 555 bp. La CDS codifica per una proteina precursore di 952 a.a.
con una massa molecolare predetta di 110 KDa. Il sito catalitico & situato in
corrispondenza del residuo di acido aspartico 518.

Il precursore di GAA porta un peptide segnale amminoterminale per il trasporto
co-traduzionale nel lume del reticolo endoplasmico dove viene N-glicosilato a
livello di sette siti di glicosilazione. Da qui il precursore sintetizzato e trasportato
al trans Golgi. Dopo la traslocazione, la maggior parte della molecola &
indirizzata ai lisosomi mentre una piccola quantita viene portata al plasmalemma
e secreta (Fig. 1.1). L’invio ai lisosomi pud essere mediato dai recettori del
mannosio-6-fosfato (MPRs) o seguire un cammino indipendente dal mannosio-6-
fosfato (M6P) attraverso un recettore ancora sconosciuto (Tsuji et al., 1988).
L’aggiunta dei residui di M6P ¢ il risultato di modificazioni post-traduzionali a
opera di N-acetilglucosaminidasi e N-acetilglucosaminil fosfotransferasi
localizzate nel compartimento del Golgi. L’enzima modificato contenente M6P &
poi riconosciuto da MPRs catione-dipendenti e catione-indipendenti che alla fine
trasferiscono I'enzima ai lisosomi (Zhu et al., 2005). Come detto, sebbene molti
enzimi siano traslocati ai lisosomi attraverso i recettori MPRs, una piccola parte
sfrutta una via indipendente da tali recettori (Aerts et al., 1988). Cio & stato
dimostrato da studi condotti sulla malattia a cellule | causata da una mancanza di
fosfotransferasi. Da tali ricerche € emerso che GAA ¢é presente a livelli normali
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nel lisosoma, indicando che un enzima non fosforilato potrebbe essere
trasportato ai lisosomi indipendentemente dagli MPRs (Tsuiji et al., 1988). Questi
risultati sono confermati da lavori su fibroblasti MPR-difettivi (Ludwig et al.,
1994).
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Figura 1.1 Traffico degli enzimi lisosomiali.

Dopo la rimozione della sequenza segnale dal precursore di 110 KDa, un
processamento proteolitico che ha luogo nell’endosomal/lisosoma conduce alla
formazione di un intermedio di 95 KDa e da questo alle forme lisosomiali
pienamente attive (76 KDa e 70 KDa) (Geel et al., 2007) (Fig. 1.2).

In particolare, la forma di 76 KDa si forma a seguito del taglio proteolitico

dellintermedio di 95 KDa tra gli amminoacidi in posizione 816 e 881. Un’ulteriore
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proteasi che agisce al terminale amminico della forma di 76 KDa porta alla
produzione della molecola di 70 KDa.

Entrambe le forme della GAA sono responsabili dell’idrolisi del glicogeno a
glucosio (Raben et al., 2002; Chen et al., 2000; Hirschhorn et al., 2001).
Sebbene l'identita delle proteasi coinvolte nella maturazione dell’a-glucosidasi
non sia stabilita, il processamento proteolitico sembra essere richiesto per
I'attivita ottimale verso il substrato naturale. Infatti, le specie 76-70 KDa mostrano

un’affinita per il glicogeno 7-10 volte superiore rispetto al precursore di 110 KDa.

1
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Figura 1.2 Modello della maturazione di GAA.

Nel citoplasma l'idrolisi del glicogeno ha luogo quando il glucosio € richiesto per il
mantenimento dei livelli di zucchero nel sangue o come fonte di energia.
Mutazioni a carico del gene codificante GAA portano a una perdita o riduzione di
attivita dell’enzima con limitata degradazione del glicogeno e conseguente
accumulo dello stesso.

Tali mutazioni sono causa di effetti specifici che interferiscono sulla sintesi
dellenzima, fosforilazione, processamento proteolitico, attivita catalitica e

localizzazione intracellulare dell’a-glucosidasi acida (Reuser et al., 1985, 1987).
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La deficienza enzimatica dovuta a queste mutazioni comporta I'insorgenza della

sindrome di Pompe o glicogenosi di tipo |lI.

1.2.3 Relazioni filogenetiche

La sequenza amminoacidica dell'a-glucosidasi acida umana mostra un’evidente
omologia con le sequenze amminoacidiche della saccarasi-isomaltasi di coniglio
e dellisomaltasi umana (Hoefsloot et al., 1988) mentre non presenta alcuna
omologia significativa con la sequenza di altre proteine inserite nella libreria del
National Biochemical Research Foundation (NBRF). Il grado di omologia tra
GAA, saccarasi e isomaltasi € sorprendentemente alto considerando le differenti
caratteristiche di queste proteine. Infatti, diversamente dagli altri due enzimi che
sono ancorati alla membrana apicale delle cellule epiteliali intestinali e
manifestano la massima attivita a pH neutro, I'a-glucosidasi acida umana é&,
come anzidetto, una proteina lisosomiale solubile con optimum di pH tra 4 e 5.
Inoltre, il glicogeno rappresenta il substrato naturale della GAA mentre saccarasi
e isomaltasi non agiscono su questo polisaccaride.

Come suggerito da Hunziker et al. (1986), il precursore a catena singola della
saccarasi e isomaltasi deriva dalla duplicazione di un gene ancestrale per
'isomaltasi. Poiché l'a-glucosidasi presenta un ugual livello di omologia con
questi due enzimi e non ¢ il prodotto di un gene duplicato, si ipotizza che essa si
sia evoluta dal gene ancestrale prima o contemporaneamente alla duplicazione
genica.

L’evidenza di una omologia di sequenza permette di trarre alcune significative
conclusioni relativamente ai domini funzionalmente importanti. In particolare,
attorno al sito attivo putativo della saccarasi e della isomaltasi, & stata individuata
una sequenza di sei amminoacidi che include il residuo di acido aspartico
(Quaroni e Semenza, 1976; Hunziker et al., 1986) e che risulta identica ai
corrispondenti amminoacidi della a-glucosidasi lisosomiale. Cio indica che il
residuo di acido aspartico € essenziale anche per I'attivita catalitica di GAA.
Regioni non omologhe tra i tre enzimi considerati sono, invece, presenti sia al
terminale amminico, sia a quello carbossilico e risultano svolgere ruoli importanti

nella specificita di substrato e nelle modificazioni post-traduzionali.

1.2.4 La malattia di Pompe
13
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La malattia di Pompe & un disordine autosomale recessivo del metabolismo del
glicogeno, caratterizzato da una deficienza dell’a-glucosidasi acida lisosomiale.
Come conseguenza di tale difetto genetico, gli individui affetti dalla malattia di
Pompe sono incapaci di degradare il glicogeno che viene cosi accumulato
all'interno dei lisosomi in molti tessuti del corpo; in particolare il muscolo cardiaco
e scheletrico (Fig. 1.3, 1.4) risultano essere quelli piu seriamente colpiti (Chen e
Amalfitano, 2000).

a Cytoplasm b Cytoplast
Grogast]— Gk s
T — "=

TNTY 4 “‘ﬂwcm.L.P Gluconndp ¥ H‘“mmmm [Accunaion] [Gacose

b e v e
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b b
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Pynavete Fyrunrate
Lastets Luctate Hucleus

Figura 1.3 Patogenesi della malattia di Pompe. Normale degradazione del glicogeno a opera

della GAA (a). Accumulo del glicogeno in condizioni di deficienza della GAA (b).

Miofibrille Glicogeno

Lisosoma Accumulo lisosomiale

Figura 1.4 Rappresentazione schematizzata di una fibra muscolare sana (a sinistra) e una fibra
muscolare affetta da glicogenosi di tipo Il (a destra).

La glicogenosi di tipo Il comprende una serie di fenotipi clinici che differiscono
per I'eta dei pazienti, ma anche per I'organo coinvolto e la severita clinica;
vengono indicati come forma infantile, giovanile e adulta (Pompe, 1932; Hers,
1963; Courtecuissf et al., 1965; Engel et al., 1973; Mehler e DiMauro, 1977). |l
fenotipo piu severo & quello infantile, originariamente descritto da J.C. Pompe. E
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caratterizzata da un ingente deposito di glicogeno in sede cardiaca e nel
muscolo scheletrico, che porta invariabilmente a una rapida progressione della
cardiopatia, debolezza muscolare generalizzata e ipotonia. Spesso lo sviluppo
motorio si interrompe del tutto o, alternativamente, dopo il raggiungimento dei
principali stadi di sviluppo motorio, si osserva una retrocessione. Normalmente, il
decesso sopraggiunge per insufficienza cardiaca e/o respiratoria entro il primo
anno d’eta.

In uno studio retrospettivo della storia naturale in pazienti con forma infantile
della malattia di Pompe (n=168), 'eta mediana di esordio del sintomi era 2 mesi
e quella del decesso era 9 mesi. | tassi di sopravvivenza di Kaplan-Meier a 12,
24 e 36 mesi erano rispettivamente pari a 26%, 9% e 7%.

La forma giovanile si presenta tipicamente come difficolta a camminare nei
bambini durante linfanzia. Questi segni fisici sono solitamente seguiti da
debolezza della porzione prossimale dei muscoli e coinvolgimento del muscolo
respiratorio. La morte & causata da insufficienza respiratoria e pud colpire i
pazienti prima della seconda decade d’eta.

La forma tardiva della malattia di Pompe si manifesta nella prima infanzia, in eta
pediatrica, nelladolescenza o persino nelleta adulta e ha una progressione
molto meno rapida rispetto alla forma infantile. E normalmente caratterizzata da
una sufficiente attivita residua di GAA tale da precludere l'esordio di
cardiomiopatia, ma si e riferito un coinvolgimento cardiaco fino al 4% circa dei
pazienti con forma tardiva della patologia.

| pazienti con malattia di Pompe in forma tardiva presentano tipicamente
miopatia progressiva, principalmente a carico dei muscoli prossimali della pelvi e
del cingolo della spalla, oltre a coinvolgimento respiratorio di vario grado. In
ultima analisi, questi sintomi sfociano in profonda disabilita e/o nell’esigenza di
ricorrere a un supporto per la ventilazione. | tempi di progressione della patologia
sono molto variabili e imprevedibili, con rapido deterioramento della funzione
muscolare respiratoria e scheletrica in alcuni pazienti, seguita da perdita della
deambulazione e insufficienza cardiaca, o con progressione meno celere in altri
pazienti. Infine, taluni pazienti possono presentare dissociazione nella
progressione del coinvolgimento muscolare scheletrico e respiratorio.
L’eterogeneita delle manifestazioni della malattia di Pompe deriva almeno in
parte dal verificarsi di mutazioni diverse a carico del gene GAA lisosomiale che
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influenzano in modo variabile la capacita funzionale dellenzima mutante
(Hermans et al., 2004); sono note piu di 200 mutazioni del gene. Per la malattia
di Pompe ¢é disponibile un database delle mutazioni al sito

www.pompecenter.nl mantenuto dal Pompe Center Erasmus MC Rotterdam

e contenente la descrizione delle mutazioni piu comuni per ciascun fenotipo; la
natura delle mutazioni pud servire per la predizione del fenotipo.

In linea generale, ciascun fenotipo clinico della malattia di Pompe & correlato con
I'attivita residuale dell’enzima GAA che risulta essere, rispetto i normali livelli di
attivita, inferiore all’1% nella forma piu grave (infantile), 1-10% in quella giovanile
fino a una riduzione di attivita pari anche al 10-40%.

L’incidenza reale di tutte e tre le forme non & stata ancora chiarita ma le stime
riportano un caso di GSD-Il ogni 40000-100000 nuovi nati. In particolare, in
Australia (Meikle et al., 1999) si registra un’incidenza di 1 su 201000 mentre
frequenze piu alte (circa 1 malato su 40000 nati) vengono rilevate negli Stati Uniti
(Martiniuk et al., 1998) e in Olanda (Ausems et al., 1999).

La diagnosi clinica della glicogenosi di tipo Il & confermata dall’assenza virtuale
(nella forma infantile) o dalla riduzione dell’attivita a-glucosidasica nelle biopsie
muscolari e nelle colture di fibroblasti. La diagnosi prenatale pud essere condotta
determinando I'attivita dell’a-glucosidasi acida nelle cellule amniotiche coltivate
(Park et al., 1992) e attraverso I'analisi delle mutazioni (Kleijer et al., 1995). Gli
strumenti diagnostici attuali non sono tuttavia vantaggiosi e convenienti per uno

screening su larga scala.

1.2.5 La GAA come farmaco nella terapia enzimatica sostitutiva

Attualmente non sono disponibili trattamenti definitivi per la cura della malattia di
Pompe. Tuttavia, sono state sviluppate due strategie principali: la terapia
enzimatica sostitutiva (ERT) e la terapia genica.

La terapia genica mira a compensare le mutazioni responsabili della GSD-Il negli
individui malati attraverso la veicolazione di DNA contenente la versione
funzionale del gene; questo tipo di terapia € tutt'ora irrealizzabile nella pratica
clinica e appare di difficile conseguimento. Per questo motivo si sta cercando di
seguire vie alternative di compensazione genica. In tale contesto si inseriscono

studi condotti con oligonucleotidi chimerici RNA-DNA che possono riparare
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alterazioni di una o due basi nei genomi delle cellule di mammifero. Un’altra
possibilita € rappresentata dall’addizione della sequenza codificante la GAA
normale nelle cellule ammalate mediante vettori virali per il trasferimento
dellinformazione necessaria (Nicolino et al., 1998; Pauly et al., 1998; Zaretsky et
al., 1997; Amalfitano et al., 1999). | ricercatori hanno ottenuto qualche successo
utilizzando diversi ceppi di un comune virus del raffreddore per trasferire il gene
della-glucosidasi lisosomiale nei topi e nelle quaglie. In entrambi i modelli
animali, il virus ha raggiunto il fegato, dove ha cominciato a produrre I'enzima e a
inviarlo alle cellule muscolari attraverso il flusso sanguigno. Nel giro di qualche
giorno I'enzima ha cominciato a eliminare il glicogeno, migliorando la funzionalita
muscolare. Sono necessari, tuttavia, ulteriori studi per valutare la sicurezza e
I'efficacia di questo approccio prima che possa essere tentato negli esseri umani.
Secondo molti autori la terapia enzimatica sostitutiva risulta essere piu
vantaggiosa e costituisce, infatti, la strada principale per il trattamento dei
pazienti affetti da glicogenosi di tipo Il. Essa consiste nella somministrazione
dellenzima mancante per via venosa. Purtroppo, le fonti naturali di GAA sono
scarse e non disponibili a causa della richiesta di sicurezza, specificita ed
efficacia. L’enzima somministrato deve, infatti, rispondere a una serie di requisiti:

a) essere stabile;

O

raggiungere i lisosomi dei tessuti bersaglio;

O

)
) mantenere I'attivita catalitica dopo la somministrazione;
d)

Per motivi di immunogenicita, i lavori piu recenti si sono focalizzati sulla

non indurre risposta immunitaria.

produzione di GAA ricombinante umana (rhGAA). La rhGAA ¢é stata prodotta in
latte di coniglio transgenico e in cellule di ovaio di criceto (CHO) (Bijvoet et al.,
1999; Van Hove et al., 1996).

Attualmente & disponibile in commercio il farmaco Myozyme® della ditta
Genzyme Corp., contenente una forma ricombinante dell’a-glucosidasi acida
umana, prodotta mediante tecnologia del DNA ricombinante utilizzando colture di
cellule di ovaio di criceto (CHO). Il trattamento con Myozyme prevede la
somministrazione del farmaco alla dose consigliata di 20 mg/kg di peso

corporeo, una volta ogni 2 settimane come infusione endovenosa sotto controllo
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di un medico esperto nella gestione dei pazienti affetti da malattia di Pompe o da
altre patologie metaboliche o neuromuscolari ereditarie.

Le infusioni vanno somministrate in modo incrementale. La velocita iniziale di
infusione consigliata € 1 mg/kg/ora, con graduale aumento di 2 mg/kg/ora ogni
30 minuti in assenza di reazioni connesse all’infusione, fino al raggiungimento
del tasso massimo di 7 mg/kg/ora.

La sicurezza e l'efficacia di Myozyme sono state prevalentemente valutate nei
bambini, in una fascia d’eta compresa tra l'infanzia e I'adolescenza.

Gran parte dei pazienti con malattia di Pompe infantile trattati con Myozyme
mostra una migliorata funzione cardiaca, oltre che una stabilizzazione o un
miglioramento dei parametri della crescita. Nel contempo, le risposte motorie e
respiratorie alla terapia sono state piu variabili. Va rilevato che i pazienti con
GSD-Il infantile rispondenti sul piano motorio sono stati quelli che alla visita
basale mostravano funzione motoria piu conservata e un ridotto tenore di

glicogeno nel muscolo quadricipite.

1.3 La B-glucosidasi acida umana (GCasi)

1.3.1 Generalita sulla B-glucosidasi acida umana

La pB-glucosidasi acida umana (D-glucosil-acilsfingosina glucoidrolasi, EC
3.2.1.45; in breve GCasi) (Grabowski et al., 1990) & una glicoproteina lisosomiale
associata alla membrana appartenente alla famiglia delle idrolasi (Weinreb et al.,
1968) e responsabile dell’idrolisi del legame B-glucosidico dell’N-acilsfingosil-1-
O-B-D-glucoside, suo substrato naturale, e di composti B-glucosidici sintetici.
L’N-acilsfingosil-1-O-B-D-glucoside & anche chiamato glusosilceramide,
ceramide [(-glucoside o glucocerebroside. Pertanto ulteriori denominazioni
dell’enzima sono glucosilceramidasi, ceramide B-glucosidasi, glucocerebrosidasi

o B-glucosidasi acida.

1.3.2 Caratteristiche strutturali, funzionali e sintesi della proteina
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La B-glucosidasi acida umana catalizza la reazione di idrolisi del
glucosilceramide in ceramide e glucosio (Brady et al., 1965) attraverso la
scissione del legame B-glucosidico (Fig. 1.5). Da un punto di vista strutturale il
glucosilceramide mostra affinita con il galattosilceramide presente come prodotto
anabolico nel sistema nervoso, principalmente nella guaina mielinica, ma
praticamente assente negli altri tessuti. Diversamente, il glucosilceramide é
ampiamente distribuito in molti tessuti mammiferi come intermedio metabolico
nella sintesi o degradazione di glicosfingolipidi piu complessi, come i gangliosidi

o globosidi.

OH H
H B GCase Ho-
HO ar = H OH + Cer
H / H
H,0
Hsi/ﬁ\{CH:]uCH;

Cer= HWCH,],,CH,

OH

Figura 1.5 Reazione di idrolisi catalizzata dalla GCasi.

La forma di GCasi estraibile mediante detergenti & presente in una varieta di
tessuti e costituisce quasi il 70-90% della GCasi totale (Grabowski et al., 1990;
Imai, 1985). L’enzima non presenta segmenti transmembrana putativi, né code
citoplasmiche rilevabili (Erickson et al., 1985). In vitro la proteina purificata,
completamente delipidizzata manifesta un’elevata affinita per le membrane
fosfolipidiche cariche negativamente; I'attacco a tali membrane é richiesto per
ricostituirne lattivita (Qi e Grabowski, 1998; Basu et al., 1985). Nei lisosomi
I'attacco a simili interfacce € probabilmente essenziale per I'attivita in vivo.

La sequenza amminoacidica parziale (Osiecki et al., 1986) e completa (Tsuji et
al., 1986) & stata determinata chimicamente dall’enzima placentale e dedotta
dalle sequenze nucleotidiche isolate da librerie a cDNA ottenute da fibroblasti,
tessuto epatico e linfoidi (Ginns et al., 1984; Sorge et al., 1985; Reiner et al.,
1987; Graves et al., 1988). Eccetto per la presenza di artefatti di clonazione e

mutazioni casuali ascrivibili alla malattia di Gaucher, le sequenze
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amminoacidiche sono risultate identiche. Tali risultati, unitamente ad analisi di
immunoelettroblotting condotti in diversi tessuti sani, suggeriscono che un
singolo polipeptide venga tradotto a partire dal’lmRNA specifico per la GCasi in
tutti i tessuti.

La proteina umana matura (Fig. 1.6) si compone di 497 amminoacidi (Furbish et
al., 1977) con una massa molecolare compresa tra 59 e 67 KDa a causa di
un’irregolare glicosilazione (Beutler e Grabowski, 2001). Sono, infatti, presenti
cinque presunti siti di N-glicosilazione, ma solo quattro sono effettivamente
occupati (Erickson et al., 1985). La glicosilazione al primo sito svolge un ruolo
essenziale nello sviluppo di forme enzimatiche cataliticamente attive, come

dimostrato da studi di mutagenesi sito-diretta (Berg-Fussman et al., 1993).

Figura 1.6 Struttura tridimensionale di GCasi.

La composizione amminoacidica del polipeptide si configura costituita per il 13%
da residui basici (lisina, arginina, istidina), per I'11% da residui di leucina mentre
il 45% € rappresentato da amminoacidi non polari. Il pl calcolato & pari a 7.2.
Nonostante I'abbondanza dei residui non polari e di leucine, simulazioni al
computer basate sulluso di diversi algoritmi e scale di idrofobicita non hanno
individuato sequenze di amminoacidi idrofobobici coerenti con la presenza di
domini transmembrana nella proteina matura. Inoltre, studi di digestione
proteolitica ottenuti da traduzioni in vitro in presenza di membrane microsomiali
non hanno rilevato un largo dominio citoplasmatico (Erickson et al., 1985). Tali

evidenze indicano che la B-glucosidasi acida non sia una proteina
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transmembrana bensi una proteina associata alla membrana, sebbene non sia
possibile riconoscere alcuna prova dell’associazione stretta alla membrana sulla
base della sequenza primaria della proteina.

Come tipicamente avviene per le idrolasi lisosomiali (Hasilik e Neufeld, 1980),
I'enzima normale € sintetizzato a partire da una proteina precursore portante una
sequenza segnale che subisce un taglio proteolitico durante il transito attraverso
la membrana del reticolo endoplasmico (Erickson et al., 1985).

Nessun processamento proteolitico addizionale avviene nel corso del trasporto
dall’apparato di Golgi al lisosoma (Bergmann e Grabowski, 1989; Erickson et al.,
1985). Successivamente alla sintesi e al folding iniziale a pH neutro nel reticolo
endoplasmico, la proteina € indirizzata ai lisosomi dove il pH acido fornisce
'ambiente ottimale per la funzione e Il'avvolgimento stabile dell’enzima. I
polipeptide maturo, non glicosilato presenta un peso molecolare calcolato di circa
56 KDa. La glicosilazione co-traduzionale ha luogo a livello di quattro dei cinque
siti predetti, Asn-Xaa-(Ser/Thr). La caratterizzazione completa della
glucocerebrosidasi placentale dimostra la presenza di tipiche strutture complesse
bi- e triantennarie.

Diversamente dagli enzimi lisosomiali solubili come GAA, GCasi non contiene
residui di mannosio-6-fosfato (M-6-P). Esperimenti condotti sia su cellule di
pazienti affetti da mucolipidosi Il (in cui il traffico lisosomiale attraverso la via del
M-6-P viene interrotto), sia su fibroblasti di individui colpiti da malattia a cellule |
(causata da una mancanza di fosfotransferasi) hanno evidenziato livelli normali
dellenzima GCasi (Owada e Neufeld, 1982). Cid indica che la proteina non
utilizza il sistema di targeting mediato da recettori M-6-P per la localizzazione

all'interno del lisosoma.

1.3.3 Organizzazione genomica

Le sequenze complete del gene strutturale codificante la B-glucosidasi acida
umana (7604 bp) e del suo pseudogene sono state studiate da Horowitz et al.
(1989); alcune correzioni alla sequenza genica originale sono state riportate
successivamente da Beutler et al. (1992).

Il gene GCasi € localizzato sul braccio lungo del cromosoma 1 in posizione 21
(1921) (Barneveld et al., 1983; Ginns et al., 1985) e contiene 11 esoni e 10
esoni. Il pseudogene si trova 16 Kb a valle rispetto al gene funzionale (Zimran et
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al., 1990) con cui mantiene un alto grado di omologia (96%). Esso risulta di
dimensioni inferiori (circa 5 Kb) rispetto al gene funzionale per l'effetto di
delezioni nelle regioni introniche 2 (313 bp), 4 (626 bp), 6 (320 bp) e 7 (277 bp),
e di due delezioni esoniche (esono 9, 55 bp; esone 4, 5 bp). La presenza del
pseudogene altamente omologo aumenta la frequenza di riarrangiamenti
cromosomiali e di allineamenti non corretti, processi che rendono ragione
dell’elevato numero di alleli ricombinanti individuati nel morbo di Gaucher. Tali
differenze e omologie rivestono, quindi, un ruolo importante nell'identificazione e
caratterizzazione delle mutazioni responsabili della comparsa della malattia
nonché nell’accuratezza diagnostica dei test genetici per l'individuazione delle
sue varianti.

L’analisi delle sequenze genomiche a monte del gene strutturale e dello
pseudogene indicano la presenza di elementi promotori in queste regioni (Reiner
et al., 1988).

Il promotore del gene strutturale contiene due presunte TATA-box e CAAT-box
identificate a circa 260 bp a monte del codone di inizio ATG; piu precisamente la
prima TATA-box tra la posizione -23 e -27 dal sito di inizio trascrizione, la
seconda tra -33 e -38 e le due CAAT-box tra -90 e -94 e -96 e -99 (Grabowski et
al., 1990).

Il cDNA di GCasi € lungo circa 2.5 Kb. Studi di traduzione in vitro della proteina
hanno evidenziato la presenza di due ATG entrambi utilizzati come segnali di
inizio traduzione. Nonostante limportanza/funzionalita relativa di questi due
codoni start sia ancora sconosciuta, studi compiuti in vivo dimostrano che
entrambi i siti possono produrre forme funzionali dell’enzima.

Un’elevata espressione di GCasi nelle cellule animali non & possibile poiché é
presente la proteina TCP80, che inibisce la traduzione della proteina di interesse

mediante legame allRNA messaggero (Xu e Grabowski, 1998).

1.3.4 Relazioni filogenetiche

La sequenza amminoacidica del’enzima umano non presenta omologia con
quella di lievito e pianta (Beutler e Grabowski, 2001) mentre mostra un’elevata
omologia (88%) con quella murina. Il 100%, il 91% e I'89% dei residui di cisteina

(7), prolina (34) e glicina (34) risultano rispettivamente conservatl.
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Presenza e localizzazione delle 5 sequenze consenso per I'N-glicosilazione sono
altamente conservate ma solo quelle tra gli amminoacidi 146-148 e 462-464
appaiono identiche nei due organismi (Beutler e Grabowski, 2001). Questo
risultato, suffragato da ulteriori esperimenti di espressione (Grace et al., 1989),
suggerisce un potenziale ruolo funzionale della glicosilazione nell’attivita

catalitica.

1.3.5 La malattia di Gaucher

La malattia di Gaucher (GD), la piu comune patologia da accumulo lisosomiale, &
determinata dalla deficienza nell’attivita della B-glucosidasi acida umana, causata
da mutazioni a carico del gene codificante I'enzima.

E’ una malattia ereditaria autosomica recessiva con un’incidenza di 1:57000-
200000 nella popolazione caucasica e 1:640-10000 nella popolazione ebraica di
origine Ashkenazy (Cox e Schofield, 1997; Meikle et al., 1999; Beutler e
Grabowski, 2001).

La deficienza enzimatica si riflette in un accumulo di sfingoglicolipidi,
principalmente glucocerebrosidi, nei macrofagi presenti in fegato, milza, midollo
0sseo, ossa e sistema nervoso centrale (Beutler e Grabowski 2001). A causa
dellaccumulo di sostanze lipidiche, si assiste a un ingrossamento dei macrofagi
stessi (Fig. 1.7) e alla comparsa di una sintomatologia particolare ascrivibile alla
malattia di Gaucher, che include epatosplenomegalia, anemia, trombocitopenia

e lesioni scheletriche (Grabowski e Hopkin, 2003; Jmoudiak e Futerman, 2005).

Figura 1.7 Immagine di un macrofago ingrossato (cellula di Gaucher) in un preparato istologico

ottenuto da un paziente affetto dalla malattia.

Da un punto di vista clinico, la GD, sebbene altamente variabile, pud essere

suddivisa in tre classi principali sulla base della sintomatologia, del decorso
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clinico e delle manifestazioni neurologiche (Tab. 1.2). La classe di tipo 1, anche
nota come GD non neuropatica, colpisce bambini e adulti ed & il fenotipo piu
comune, caratterizzato dall’assenza di compromissione del sistema nervoso
centrale (SNC). | pazienti di tipo 1 mostrano un ampio spettro di sintomi clinici,
che comprendono organomegalia, citopenia, interessamento scheletrico, e
un’eta variabile di comparsa della malattia.

In presenza di coinvolgimento del SNC, a seconda dell’eta di insorgenza e della
sintomatologia neurologica, si distinguono due classi: la forma infantile (tipo 2) e
quella giovanile (tipo 3), rispettivamente indicate come forma acuta e subacuta.
La classe di tipo 2 rappresenta il fenotipo piu raro e severo per I'accumulo
consistente di glucosilceramide in una varieta di tessuti e cellule, tra cui il SNC;
tale condizione conduce a una rapida progressione neurodegenerativa con esito
fatale entro i 2-3 anni di vita.

Il fenotipo di classe 3, per definizione, include tutti i pazienti con manifestazioni
neurologiche che siano sopravvissuti ai primi anni di vita.

E’ stato, inoltre, descritto un fenotipo intermedio tra le forme neuropatiche 2 e 3
(Goker-Alpan, 2003)

Caratteristiche cliniche Tipo 3

Insorgenza Infanzia

Epatosplenismo

Ipersplenismo

Fragilita ossea

Decorso
neurodegenerativo

Sopravvivenza da 2° a 4° decade

Predilezione etnica nord Svezia

Tabella 1.2 Tipi clinici della malattia di Gaucher.
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1.3.6 Principali sedi di accumulo delle cellule di Gaucher

| principali organi colpiti, sedi di accumulo delle cellule di Gaucher, sono fegato,
milza, midollo osseo, ossa e il sistema nervoso centrale. Di seguito viene
brevemente trattata la sintomatologia clinica associata a ciascun tessuto e

organo colpito.

1. FEGATO

Quando la malattia € grave, il fegato pud ingrossarsi cosi tanto da occupare
buona parte della cavita addominale; solitamente si presenta consistente e liscio,
con i lobi destro e sinistro aventi circa le stesse dimensioni. Fegati notevolmente
ingrossati sono in genere duri e hanno una superficie irregolare. L'anormale
volume di quest'organo pud causare dolore al paziente. Minori anormalita del
fegato, presenti in pazienti meno gravemente ammalati, si traducono in un
incremento dell'attivita transaminasica e y-glutamil transferasica nel sangue.

L’iperbilirubimia & solitamente causa di infezione (Beutler e Grabowski 2001).

2. MILZA

La milza & la sede classica di accumulo delle cellule di Gaucher. In condizioni
normali la milza distrugge le cellule del sangue invecchiate che vengono
sostituite da quelle neoprodotte dal midollo osseo. L'accumulo di cellule di
Gaucher nella milza induce un aumento del suo volume e della sua attivita. Cio
causa una distruzione piu rapida delle cellule del sangue, per cui:

. la carenza di globuli rossi, deputati al trasporto dell'ossigeno,
determina un'insufficiente ossigenazione dei tessuti: di conseguenza, le cellule
muscolari, ad esempio, non producono l'energia necessaria al mantenimento e il
soggetto si sente molto stanco;

. la carenza di globuli bianchi riduce la capacita dell'organismo a
combattere le infezioni batteriche;

. la carenza di piastrine determina un difetto di coagulazione del
sangue. Sono pertanto frequenti ematomi e sanguinamenti (es. ecchimosi
nasali).

Nei pazienti dove si & operata una rimozione della milza, il fegato pud ingrossarsi

drammaticamente in quanto viene a mancare la sede di accumulo splenico.
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3. MIDOLLO OSSEO
Il midollo osseo, deputato alla produzione delle cellule del sangue, & l'altra sede
tipica delle cellule di Gaucher. L'accumulo di tali cellule riduce la sua funzionalita
in particolare nelle zone in cui & maggiore la loro concentrazione, con le seguenti
conseguenze:

» riduzione della produzione delle cellule del sangue; tale evento aggrava la
situazione determinata dall'iperfunzionamento della milza;

» riduzione del flusso sanguigno: la mancanza di un sufficiente apporto di
ossigeno provoca "crisi ossee" estremamente dolorose, o addirittura distruzione

del tessuto osseo (necrosi asettica) con conseguenti problemi di mobilita.

4. OSSA

| pazienti affetti da malattia di Gaucher spesso lamentano dolori alle articolazioni
e alle ossa.

Le ossa dei pazienti colpiti dalla malattia di Gaucher sono piu sottili e deboli del
normale e possono deformarsi o essere soggette a fratture spontanee: se
quest’ultime avvengono a livello di colonna spinale (fratture da compressione) i

pazienti possono subire notevoli danni neurologici.

5. SISTEMA NERVOSO CENTRALE

Nelle forme neurologiche, il sistema nervoso centrale viene colpito da un
notevole accumulo di cellule di Gaucher nel cervello e da una compressione
della spina dorsale in seguito al collasso delle vertebre (Beutler e Grabowski
2001).

1.3.7 Mutazioni responsabili della malattia di Gaucher

Sono state identificate piu di 250 mutazioni a carico del gene GCasi, che
causano l'assenza totale o parziale di attivita enzimatica della proteina (Horowitz
et al., 1989; Beutler, 1992; Firon et al., 1990; Latham et al., 1990; Grace et al.,
1994; Beutler and Gelbart, 1996; Tayebi et al., 2003; Beutler e Grabowski,
2001). Tali mutazioni includono inserzioni, delezioni, transizioni ed eventi di

ricombinazione con il pseudogene. Nonostante vi sia una ricca letteratura

riguardante lo screening di specifici gruppi di pazienti in funzione della presenza
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0 assenza di alcune mutazioni comuni, la comprensione delle correlazioni
genotipo-fenotipo appare ancora non del tutto chiara. Esiste, infatti, una
variazione significativa non solo all’interno del medesimo gruppo fenotipico ma
anche tra pazienti con identico genotipo. Numerosi studi hanno dimostrato che
tipo clinico e severita della malattia possono variare tra fratelli, anche tra gemelli
omozigoti, e tra pazienti portanti le medesime mutazioni (Sidransky et al., 1994;
Grabowski, 1997; Lachmann et al., 2004). La validita della predizione fenotipica
sulla base del genotipo risulta, dunque, limitata.

Tuttavia, una variabilita nella frequenza di specifici alleli mutati & stata osservata
in funzione del tipo di popolazione preso in esame (Diaz et al., 1998). In
particolare, in gruppi di pazienti di diversa provenienza sono state analizzate
alcune mutazioni, accertate come responsabili del morbo di Gaucher:

. N370S: transizione A — G: produce una proteina matura con una
sostituzione Asn — Ser in posizione 370;

. L444P: transizione T — C al nucleotide 1448 che causa la sostituzione

Leusss — Prosaas;

. 84insG: risulta dall’addizione di una guanina in posizione 84;
. IVS2+1: transizione G — A al sito di taglio in 5’ del secondo introne del
gene GCasi.

| risultati ottenuti indicano che i difetti genetici N370S, L444P, 84insG, IVS2+1
costituiscono il 90-96% degli alleli mutati in pazienti Ashkenazy (Beutler et al.,
1992), mentre nelle popolazioni non ebraiche le mutazioni N370S e L444P si
registrano rispettivamente nel 38% e 33% dei casi (Beutler e Gelbart, 1993;
Horowitz et al., 1993). In particolare, la mutazione L444P & presente con
un’elevata frequenza nella popolazione che vive nel nord della Svezia, ma viene
riconosciuta anche in altre popolazioni benché con un’incidenza minore (Beutler
e Grabowski 2001). In effetti, nei pazienti Gaucher giapponesi L444P appare
relativamente comune mentre le mutazioni N370S e 84insG non compaiono.
Studi condotti su individui Gaucher di origine portoghese hanno evidenziato la
presenza del difetto N370S con una frequenza pari al 63% e la comparsa di due
mutazioni rare (G377S e N396T) (Amaral et al., 1993; 1999).
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1.3.8 La GCasi come farmaco nella terapia enzimatica sostitutiva

La malattia di Gaucher & divenuta un prototipo per la diagnosi e per la cura delle
malattie genetiche rare attraverso la terapia enzimatica sostitutiva. Attualmente &
presente in commercio I'imiglucerasi (Cerezyme®, Genzyme Corp.), un enzima
prodotto in cellule trasformate di CHO (cellule di ovario di criceto) per la cura di
pazienti Gaucher di tipo 1. La sequenza amminoacidica dell'imiglucerasi
differisce da quella inizialmente rilevata per GCasi, purificata dalla placenta
umana, per la presenza di un residuo di arginina in luogo di una istidina in
posizione 495. Va rilevato che Hissg5 0 Argsgs € un polimorfismo naturale che non
da luogo a fenomeni patologici; entrambe le sequenze si ritrovano, infatti, in
soggetti sani.

L’enzima prodotto in cellule CHO & successivamente sottoposto a un processo di
deglicosilazione parziale (Grabowski et al., 1998) allo scopo di esporre residui di
mannosio, necessari per consentirne l'internalizzazione e l'uptake da parte dei
macrofagi attraverso la via dei recettori del mannosio (Furbish et al., 1981) (Fig.
1.8). Pertanto, l'imiglucerasi differisce dalla GCasi di placenta anche per la
presenza di catene glicaniche raccorciate.

| risultati clinici ottenuti dall’applicazione della terapia su pazienti Gaucher hanno
chiaramente dimostrato la sua efficacia nella cura di forme non neurologiche
della malattia.

Altre forme di GCasi ricombinanti approvate dal’FDA includono la velaglucerasi
alfa (Shire HGT, Cambridge, MA, USA), forma gene-attivata della GCasi nativa,
e la taliglucerasi alfa (Shaaltiel et al., 2007) prodotta in colture cellulari di carota
dalla ditta Protalix. Entrambi le forme di GCasi hanno concluso la fase di

sperimentazione lll.
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Figura 1.8 Rappresentazione delluptake di GCasi ricombinante somministrata per via
intravenosa. L’enzima ricombinante prodotto in cellule CHO & modificato per esporre gli N-glicani
con residui di mannosio terminali che conferiscono alta affinita per i recettori del mannosio (MR)
residenti nei macrofagi. L’internalizzazione della GCasi avviene tramite un processo di endocitosi

del complesso recettore MR/GCasi.

1.4 Terapia enzimatica sotituitiva nel trattamento dei pazienti affetti da
malattia di Gaucher o da glicogenosi di tipo Il: problematiche generali e
costi della terapia

La malattia di Gaucher e la glicogenosi di tipo Il, come tutti i disordini da

accumulo lisosomiale, rientrano nella categoria delle malattie rare (MR). Nel’lUE

e considerata “rara” una patologia che colpisce non piu di 5 persone su 10000

abitanti, che equivale a circa 253000 persone negli Stati membri della UE. La

bassa incidenza nella popolazione non significa perd che i pazienti affetti da MR
siano pochi dal momento che il numero di MR conosciute e diagnosticate oscilla
tra i 7000 e gli 8000, arrivando a colpire circa il 6-8% della popolazione totale; in
altre parole, tra i 27 e i 36 milioni di persone nell’Unione Europea e circa 2 milioni

in Italia. La maggior parte di tali malattie & dovuta a difetti genetici e si manifesta
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con sintomi che possono comparire non solo alla nascita o durante I'infanzia ma
anche in eta adulta, comportando spesso disabilita e debilitazione cronica fino a
un esisto infausto nei casi piu severi.

La rarita della malattia si traduce in un minore interesse della ricerca eziologica e
patogenetica; una maggiore difficolta nel descrivere la storia naturale con le sue
possibili varianti e nel progettare ricerche cliniche; un mercato minore, incapace
di ammortizzare i costi relativi alla ricerca farmacologica specifica. Quando si
parla di MR, infatti, si deve parlare, e non si pud non farlo, di farmaci orfani, che
proprio a causa della frammentazione delle singole patologie, faticano a
incontrare l'interesse economico delle case farmaceutiche. Le MR pongono,
dunque, problematiche impegnative a vari livelli: dalla diagnosi alla presa in
carico del paziente; dall'identificazione di appropriate soluzioni terapeutiche alla
ricerca. Sebbene solitamente non esistano cure definitive per le MR, diagnosi
precoci seguite da adeguati trattamenti possono contribuire a migliorare la
qualita di vita dei pazienti e aumentarne la speranza di vita. Tali malattie
costituiscono, quindi, una sfida interessante per le applicazioni mediche che
sfruttano le tecnologie del DNA ricombinante.

Nel contesto delle MR e delle problematiche ad esse associate, si inseriscono gli
studi legati alla terapia enzimatica sostitutiva nel trattamento della malattia di
Gaucher e della glicogenosi di tipo Il, volti a sviluppare piattaforme industriali tali
da aumentare I'accessibilita dei farmaci, agendo a livello di costi, ma anche di
quantitativi effettivamente disponibili degli stessi. E importante sottolineare,
inoltre, che la presenza di farmaci registrati & limitata ai Paesi economicamente
ricchi dove i sistemi sanitari nazionali possono coprirne i relativi costi.
L’espansione del mercato non sarebbe comunque possibile a causa di fattori
tecnologici limitanti che determinano una sottoproduzione del farmaco rispetto
alle reali esigenze. Ne sono dimostrazione le recenti crisi del farmaco registrate
per la malattia di Pompe, Gaucher e Fabry. Il costo per lo sviluppo di farmaci in
questa area dipende, infatti, dall’efficacia del sistema di produzione utilizzato
nella sintesi degli enzimi; tale costo risulta particolarmente elevato nel caso della
produzione di GCasi e GAA in cellule CHO.

L’imiglucerasi & ritenuta uno dei farmaci piu costosi al mondo a causa soprattutto
delle basse rese del sistema produttivo per la presenza negli animali della

proteina inibitrice TCP80 e delle modificazioni strutturali che deve subire per
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essere riconosciuta e internalizzata dalle cellule bersaglio umane. In molte
cliniche in cui viene effettuata la ERT, il costo della terapia si & attestato sui
270.000 € annui per uomo adulto. Le vendite annue mondiali di imiglucerasi sono
state stimate essere pari a un miliardo di euro (Beutler, 2006).

Anche per quanto concerne il trattamento della glicogenosi di tipo Il con il
farmaco commerciale Myozyme® sono emerse criticita rilevanti, che ne limitano
la disponibilita:

1. la metodologia attualmente impiegata pone seri limiti alla produzione di grandi
quantita di farmaco. Questo € un problema rilevante ai fini di una completa
efficacia della terapia, considerato che la risposta terapeutica &€ dose-dipendente;
2. la produzione su CHO é& molto costosa e determina un prezzo di
commercializzazione del farmaco estremamente elevato (circa 500 euro per
flacone da 50 mg). Poiché il protocollo terapeutico prevede la somministrazione
di 20 mg/kg ogni 15 giorni, il farmaco necessario al trattamento di un paziente
adulto del peso medio di 70 kg costa al sistema sanitario nazionale circa 340.000
€/anno.

Inoltre, la necessita di infondere elevate dosi di enzima GCasi e GAA a cadenza
bisettimanale per tutta la vita dei pazienti e gli alti costi del farmaco impongono
lo sviluppo di metodi piu economici per la produzione dell’enzima sostitutivo.

Per questi motivi, € importante esplorare il potenziale di bioproduzione di piante
appositamente trasformate per assumere la funzione di fabbriche cellulari di
composti terapeutici. Produrre in pianta la proteina biologicamente attiva a costi
accessibili potrebbe consentire ai pazienti colpiti da malattia di Pompe e Gaucher
il trattamento con I'enzima sostitutivo e offrire loro una speranza di vita e una

buona qualita di vita.

1.5 Le piante come bioreattori verdi

Le piante si sono rivelate nei secoli organismi estremamente duttili, capaci di
adattarsi alle necessita delluomo, sia per scopi agricoli che ornamentali. Circa
trent’anni fa, con i primi studi sulla tecnica del DNA ricombinante, € anche stata
scoperta la possibilita di introdurre e far esprimere in un tessuto vegetale geni
derivanti da altre specie vegetali, batteriche o animali.
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Questa scoperta ha aperto nuovi orizzonti per 'enorme numero di applicazioni
che si potevano proporre. | primi lavori sono stati rivolti al miglioramento delle
piante stesse, per la loro difesa contro organismi patogeni e infestanti. A questo
scopo sono stati introdotti geni di resistenza di origine batterica, fungina o
vegetale. Da qui ad immaginare che fosse possibile far produrre alla pianta altri
generi di proteine, non necessariamente a suo vantaggio, il passo & stato breve.
In particolare, grande interesse ha suscitato la possibilita di produrre molecole a
uso sanitario, come antigeni per la produzione di vaccini, anticorpi e loro
frammenti, o proteine con funzione farmacologica (molecular farming).

L'impiego di bioreattori vegetali pud rappresentare la giusta soluzione per lo
sviluppo di proteine farmaceutiche a bassi costi di produzione. Le piante, infatti,
possono sintetizzare elevate quantita di proteina ad alto profilo qualitativo grazie
alle modificazioni post-traduzionali simili a quelle animali, con parziale eccezione
per i processi di glicosilazione (Fischer e Emans, 2000). Alcuni esempi di

proteine farmaceutiche prodotte in pianta sono elencati in tabella 1.3.

Proteina Pianta ospite Applicazioni/commenti
Ormone della crescita tabacco, girasole prima proteina umana in pianta
Siero albumina tabacco, patata, riso cirrosi epatica
Fattore di crescita epidermide tabacco riparazione ferite
Interferone a riso, rapa epatite Be C
Eritropoietina tabacco anemia
GM-CSF tabacco neutropenia
IL-2 e IL-4 sosp. cell tabacco ematopoiesi
Antitripsina a-1 riso fibrosi cistica
Fosfatasi alcalina di placenta tabacco prodotta per secrezione da foglia
Aprotinina mais inibitore della tripsina
Collagene tabacco primo polimero strutturale umano

Tabella 1.3 Esempi di sintesi di proteine farmaceutiche in pianta (a esclusione di vaccini,

anticorpi, nutraceutici).

1.5.1 Il sistema di espressione in pianta: le modificazioni post-traduzionali

Le piante vengono modificate geneticamente allo scopo di produrre proteine
eterologhe di alto valore qualitativo destinate all’'uso farmacologico e terapeutico.
Al fine di ottenere una specifica proteina in pianta, il DNA codificante viene

inserito nel genoma vegetale attraverso diversi metodi di trasformazione. Il DNA
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inserito & poi tradotto in proteina che viene indirizzata e accumulata in uno
specifico tessuto. Attualmente la produzione si € concentrata sull’'uso di foglie in
sistemi ospite come il tabacco e di tessuti di riserva come i semi nei cereali.
Sono state sviluppate tecniche per I'ottimizzazione dei livelli di espressione e |l
targeting delle proteine in particolari compartimenti cellulari (Stoger et al., 2004).
La struttura e la funzionalita di una proteina € data dalla sua sequenza
amminoacidica che, a sua volta, ne determina la conformazione tridimensionale
o struttura. | ponti disolfuro e i legami a idrogeno che si instaurano tra gli
amminoacidi conferiscono alla molecola la sua forma nativa. Le proteine
subiscono, inoltre, ulteriori processi post-traduzionali quali la fosforilazione
(aggiunta di gruppi fosfato) o la glicosilazione (aggiunta di carboidrati), che
modificano le funzioni della molecola.

La qualita delle proteine prodotte in pianta, valutata in termini di folding,
modificazioni post-traduzionali e attivita biologica, & un parametro cruciale che
richiede una particolare attenzione.

La sintesi proteica & altamente conservata tra piante e animali. Questo consente
di produrre in pianta una proteina con sequenza amminoacidica identica alla
controparte nativa. Tuttavia, esistono alcune importanti differenze relative alle
modificazioni post-traduzionali, in particolare al processo di glicosilazione,
consistente nell’addizione di catene glicaniche alle proteine.

Negli organismi eucarioti, piu del 50% delle proteine sono glicosilate (Apweiler et
al., 1999) e la loro funzione spesso dipende da particolari glicoforme che ne
determinano emivita, targeting tissutale e attivita biologica. Allo stesso modo, piu
di un terzo dei biofarmaci approvati sono glicoproteine (Walsh e Jeffens, 2006),
la cui efficienza e attivita & influenzata dalla presenza e composizione glicanica.

| glicani sono normalmente classificati in base alla natura del legame che i
unisce alla proteina in due classi principali: O-glicani e N-glicani.

Gli O-glicani presentano un legame O-glicosidico tra N-acetilgalattosammina e il
gruppo ossidrilico di un residuo di serina o di treonina (O-glicani). Generalmente
costituiscono strutture biantennali non molto complesse; in presenza di cluster di
O-glicani si generano molecole di tipo mucinico che sono frequentemente
secrete o compongono la superficie cellulare.

Gli N-glicani sono caratterizzati da un legame N-glicosidico tra [I'N-
acetilglucosammina e l'azoto del gruppo ammidico di residui asparagina (N-
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glicani) presenti nella proteina neosintetizzata. Nelle cellule animali e vegetali, la
sequenza consenso per la N-glicosilazione € Asn-X-Ser/Thr, dove X rappresenta
un qualsiasi amminoacido eccetto Pro e Asp.

La principale differenza tra proteine prodotte in pianta e in animali riguarda la
sintesi delle catene glicaniche (Fig. 1.9). Come per gli N-glicani dei mammiferi,
anche quelli vegetali possono essere distinti in due categorie principali: i glicani
ad alto contenuto di mannosio, che presentano la formula generale Mans.
9GIcNAc, e una struttura relativamente semplice, e i glicani complessi che
derivano dal rimodellamento dei glicani ad alto contenuto di mannosio, con taglio

e aggiunta di diversi residui monosaccaridici (Rayon et al., 1998).

Endoplasmic reticulum Golgi apparatus
Synthesis of lipid-linked  Glycan transfer Trimming of glucose and mannose |
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Figura 1.9 Processo di N-glicosilazione in piante e animali. Un precursore oligosaccaridico
assemblato in carrier lipidico & trasferito su uno specifico residuo Asn presente nel polipeptide
nascente. Successivamente gli N-glicani sono processati tramite rimozione dei glicosil e mannosil
residui. Differenze nello sviluppo degli N-glicani complessi tra piante e animali hanno luogo

durante gli eventi di maturazione nell’apparato di Golgi.
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Le piante producono glicani di tipo complesso diversi da quelli animali (Fig. 1.10).

In particolare, i glicani complessi vegetali (Ma et al., 2003):

1.

2
3.
4

generalmente mancano di residui terminali di galattosio e acido sialico;

possono contenere residui di a-1,3-fucosio;

possono contenere residui di B-1,2-xilosio;

possiedono generalmente una struttura biantennale semplice.

Le modificazioni che gli N-glicani possono subire nellapparato di Golgi

differiscono, quindi, in piante e animali. Per questo, nella produzione di proteine

eterologhe in pianta & necessario indagare gli effetti esercitati dalle modificazioni

post-traduzionali.
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Figura 1.10 Tipiche strutture degli N-glicani vegetali e animali.
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1.5.2 Strategie di “umanizzazione” delle proteine ricombinanti prodotte in
pianta

Il processo di N-glicosilazione influenza significativamente proprieta quali il
ripiegamento, la stabilita, la solubilita, la suscettibilita a proteasi, il livello di
purezza e [l'antigenicita delle proteine stesse. Conseguentemente, [attivita
biologica di molte proteine terapeutiche dipende dal loro stato di glicosilazione.
Cio contribuisce a spiegare le ragioni per le quali i biofarmaci vengono prodotti in
sistemi eterologhi di espressione potenzialmente in grado di attuare i processi di
glicosilazione. Tale capacita costituisce, dunque, un requisito fondamentale per
assicurare un’effettiva bioattivita e farmacocinetica delle proteine ricombinanti in
un contesto terapeutico e porta a sostenere l'uso di piante trasngeniche a
sfavore di sistemi di produzione fondati su batteri (es. Escherichia coli) e lieviti.
Tuttavia, le piante sono incapaci di attuare allo stesso modo i processi di
costruzione e rimodellamento degli N-glicani che avvengono negli organismi
mammiferi. Per questo motivo, un'analisi dettagliata dei glicani & importante per
le proteine farmaceutiche prodotte in piante transgeniche, soprattutto se si
prevede una somministrazione per via parenterale o intravenosa. Poiché (3(1,2)-
xilosio e a(1,3)-fucosio sono generalmente assenti nelle glicoproteine animali,
essi possono rappresentare epitopi per anticorpi reattivi contro i carboidrati
(Lerouge et al., 2000). E’ stato dimostrato che residui di xilosio e fucosio fungono
da epitopi nell'indurre una reazione allergenica glicano-specifica e proteina-
indipendente nelluomo (Garcia-Casado et al., 1996) e che tali residui sono
bersaglio di IgE nelle persone allergiche a pollini o alimenti vegetali (Fotisch e
Vieths, 2001). Sebbene la presenza di anticorpi nel siero non implichi sempre un
riscontro dannoso, la percezione di un effetto negativo derivante da strutture
glicaniche “estranee” costituisce un aspetto importante nell’accettazione di
biofarmaci prodotti in pianta destinati alla terapia umana. Al fine di superare tali
problematiche, che rischiano di limitare I'impiego delle piante come fabbriche
cellulari per la produzione di proteine ricombinanti, sono state sviluppate diverse
strategie di “umanizzazione” delle glicoproteine prodotte in sistemi di espressione
vegetali, che includono: 1. il targeting della proteina ricombinante nel reticolo
endoplasmico (ER); 2. l'inattivazione genica degli enzimi endogeni con attivita
glicosiltransferasica attraverso tecniche di knock-out e silenziamento genico ; 3.
I'espressione de novo di glicosiltransferasi eterologhe per I'addizione di residui
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oligosaccaridici tipici dei glicani complessi animali (Saint-Jore-Dupas et al.,
2007).

Una prima strategia per prevenire I'aggiunta di glicani immunogenici consiste
nello stoccaggio delle proteine terapeutiche all'interno del RE attraverso segnali
di ritenzione (Gomord et al., 1997), posti al terminale carbossilico della proteina
(KDEL, HDEL, SEQDEL). Il RE & un compartimento localizzato a monte delle
cisterne dellapparato di Golgi dove ha luogo l'addizione dei glico-epitopi
immunogenici agli N-glicani vegetali. Le proteine residenti nel lume del RE,
pertanto, dovrebbero contenere esclusivamente strutture glicaniche ad alto
mannosio strutturalmente simili tra piante e animali (Navazio et al., 1996; Pagny
et al., 2000). La ritenzione nel RE, tuttavia, non & assoluta, in quanto esiste un
passaggio continuo di proteine verso il Golgi ma anche dal Golgi verso il RE
(Vitale e Denecke, 1999).

Una seconda strategia di ingegnerizzazione del processo di glicosilazione in
pianta & basata sull'inibizione di glicosiltransferasi presenti nell’apparato di Golgi
e responsabili della maturazione degli N-glicani. In particolare, gli enzimi a(1,3)-
fucosiltransferasi e B(1,2)-xilosiltransferasi, coinvolti, rispettivamente, nell’attacco
di fucosio a(1,3) e xilosio 3(1,2) (Koprivova et al., 2004; Lienard et al., 2007) alla
catena glicanica, rappresentano i target principali del silenziamento genico.
Recenti progressi nel campo della biologia molecolare hanno dimostrato che |l
silenziamento genico pud essere indotto in maniera altamente specifica
attraverso il meccanismo del’lRNA interferente (RNAi). Questo sistema si basa
su un processo di inattivazione genica post-trascrizionale che prevede la
generazione di piccoli frammenti di RNA di 21-22 ribonucleotidi, denominati small
interfering RNA (siRNA), a partire da un dsRNA piu lungo omologo al gene da
sopprimere (Hamilton e Baulcombe, 1999; Zamore et al., 2000; Elbashir et al.,
2001). Descritto inizialmente in pianta e in Caenorhabditis elegans (Fire et al.,
1998), successivi studi hanno dimostrato che tale fenomeno €& conservato in
molti organismi eucarioti (Cogoni e Macino, 2000) dove riveste un ruolo
importante in diversi processi biologici, quali la regolazione dello sviluppo, la
formazione e il mantenimento dell’eterocromatina durante la mitosi e la meiosi, la
difesa antivirale (Waterhouse et al., 2001). E stato, infatti, osservato che in natura

la cellula necessita di questo tipo di soppressione post-trascrizionale per
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contrastare eventuali infezioni causate da virus a dsRNA e da microorganismi
patogeni in grado di produrre dsRNA durante il loro ciclo replicativo.

Nelle piante, un metodo di silenziamento genico particolarmente efficiente
(Chuang e Meyerowitz, 2000) consiste nel trasformare la pianta con un plasmide
contenente una sequenza che codifica per un shRNA (small hairpin RNA) (Fig.
1.11). In tale vettore il gene target & clonato come sequenza ripetuta invertita,
separata da uno spacer e posta sotto il controllo di un promotore forte, quale il
promotore 35SCaMV nelle specie dicotiledoni e quello dell’ubiquitina 1 di mais
nelle monocotiledoni. Tali elementi cosi disposti formano, a trascrizione
avvenuta, una struttuta a forcina per l'appaiamento della sequenza senso e
antisenso. Altri vettori di espressione per shRNA codificano le sequenze senso e
antisenso sotto il controllo di promotori separati. Una volta transfettata, la cellula
produrra i due filamenti del’RNA che si uniranno a formare il dsRNA.

In entrambi i casi, a seguito del taglio ad opera del’enzima Dicer, si generano i
frammenti siRNA che vengono reclutati nel complesso ribonucleoproteico (RISC)

dove mediano la degradazione specifica del’mRNA bersaglio.
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Figura 1.11 Rappresentazione schematica del meccanismo di silenziamento genico mediato da
shRNA.
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Nelllambito del molecular farming in pianta, il silenziamento genico mediante
RNA interferente si & dimostrato un efficace strumento per generare fenotipi
quasi-null per a(1,3)-fucosiltransferasi e B(1,2)-xilosiltransferasi in due diversi
sistemi di espressione: nellalga Lemna minor e in Medicago sativa. In
particolare, questo sistema si € rivelato altamente efficiente nella produzione di
un anticorpo monoclonale in Lemna minor (Cox et al., 2006). Tale molecola ha
presentato un tipo di glicosilazione omogeneo e privo di catene glicaniche
immunogeniche (Lienard et al., 2007).

Esperimenti di knock out sono stati condotti sulla specie di muschio
Physcomitrella patens; tale organismo presenta un’elevata frequenza di
ricombinazione omologa che consente di eseguire il knock out secondo modalita
relativamente semplici. In P. patens il knock out dei geni codificanti I'a(1,3)-
fucosiltransferasi e la B(1,2)-xilosiltransferasi ha permesso di ottenere N-glicani
privi dei glicoepitopi pianta-specifici senza interferire con la secrezione della
proteina (Koprivova et al., 2004). Dal momento che in P. patens il processo di N-
glicosilazione € simile a quello delle piante superiori, questi risultati hanno aperto
la strada all’'uso di tale tecnica applicata alla produzione di proteine ricombinanti
di interesse farmaceutico.

Una terza strategia di modificazione del processo di glicosilazione in pianta volta
allottenimento di pattern di glicosilazione compatibili con quello delle
glicoproteine umane consiste nell'utilizzo degli enzimi esogeni [((1,4)-
galattosiltransferasi e sialiltransferasi per la modificazione in vitro delle proteine
derivate da pianta (Blixt, 2002). | glicani vegetali mancano generalmente di
residui terminali di galattosio e acido sialico presenti, invece, nelle glicoproteine
vegetali. E’ stato dimostrato che I'assenza di tali residui riduce I'efficienza clinica
dei biofarmaci prodotti in pianta a causa di una rapida clearance attraverso la via
dei recettori di asialoglicoproteine epatici galattosio-specifici (Stockert, 1995). In
piante trasgeniche di tabacco ingegnerizzate per la produzione di un anticorpo
(una proteina umana modello) e per [l'espressione della p(1,4)-
galattosiltransferasi umana, il 30% degli N-glicani portati dall’anticorpo ha
presentato sequenze con residui di N-acetigalattosamina terminale tipici dei

glicani animali.
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1.5.3 Strategie di miglioramento dell’espressione di proteine ricombinanti
in pianta

L’esito di una corretta trasformazione e [l'ottenimento di elevati livelli di
espressione della proteina ricombinante prodotta in pianta sono influenzati da
una molteplicita di parametri; alcuni dei quali dipendono dalla sequenza
codificante inserita, mentre altri ne sono indipendenti.

Di seguito vengono presi in considerazione alcuni fattori particolari quali
'adattamento codonico della sequenza codificante in funzione del codon usage
della specie vegetale ospite e gli elementi di regolazione a livello trascrizionale

(promotore e terminatore).

Codice genetico e ottimizzazione codonica

Gli organismi viventi hanno sviluppato un codice formato da 64 codoni che
costituisce il sistema piu efficiente possibile per codificare almeno 20 elementi
diversi (in questo caso amminoacidi) utilizzando parole di 3 lettere (i codoni)
formate usando un alfabeto di 4 diversi caratteri (le basi azotate).

Come conseguenza del soprannumero di triplette minime necessarie all'interno
del codice, 18 di questi amminoacidi sono codificati da piu codoni sinonimi e
solamente gli amminoacidi metionina (Met) e triptofano (Trp) sono codificati da
un unico codone. Inoltre, 3 diversi codoni sono utilizzati per codificare il
messaggio di fine traduzione proteica (codoni stop: UAA, UAG, UGA).

Le triplette degli amminoacidi codificati da piu di un codone presentano una
radice codonica fissa formata dalle prime due basi, indicate con la dicitura N{N,
e da una terza posizione variabile (wobble) indicata con Nj3. Solo per gli
amminoacidi arginina (Arg), serina (Ser) e leucina (Leu), rappresentati da sei
possibili codoni, esistono due diverse radici codoniche. La corrispondenza degli
amminoacidi con i 64 codoni nucleotidici costituisce il codice genetico e poiché
quasi tutti gli organismi viventi codificano con gli stessi codoni gli stessi

amminoacidi, tale codice € definito universale (Fig. 12).
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Figura 1.12 Codice genetico universale.

Data la natura degenerata del codice genetico universale, € teoricamente
possibile (e sperimentalmente dimostrato) che la stessa proteina possa essere
codificata utilizzando un diverso assortimento di codoni sinonimi.

A tale proposito va rilevato che le analisi di sequenza del DNA hanno dimostrato
che gli organismi viventi non utilizzano indifferentemente i codoni sinonimi ma
che, al contrario, esiste una scelta selettiva, non casuale dei codoni stessi. Tale
scelta ha una forte valenza biologica: evidenze sperimentali hanno dimostrato
che le frequenze dei codoni sinonimi utilizzati variano in modo netto e
sorprendente nei vari organismi contribuendo assieme ad altre proprieta alla
cosidetta firma genomica di una specie. La scelta codonica specie-specifica &
stata chiamata “dialetto codonico® (lkemura, 1985).

Sono state osservate variazioni del codon usage anche internamente alla stessa
specie e al medesimo individuo; in effetti le frequenze di utilizzazione dei codoni

sinonimi risultano variare in relazione al gene considerato (Ikemura, 1985).
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In alcuni organismi e stata dimostrata una correlazione positiva tra il livello di
espressione genica e la scelta di codoni sinonimi (Grantham et al., 1981; Powell
e Moriyama, 1997; Duret e Mouchiround, 1999; Kliman et al., 2003) e cio € stato
spiegato ipotizzando un meccanismo di selezione traduzionale.

Secondo questa ipotesi, ai codoni piu frequenti nel genoma corrisponderebbero
di norma gli isoaccettori piu abbondanti a livello cellulare e di conseguenza cio
implicherebbe una maggiore efficienza traduzionale.

Un ulteriore elemento da tenere in considerazione riguarda la composizione
generale del DNA nei diversi genomi. Infatti, non tutte le specie utilizzano le
stesse percentuali delle coppie di basi azotate puriniche (G, A) e pirimidiniche
(C, T), dando luogo a “contesti” generali per le sequenze codificanti molto
diversi. Inolte, dalle analisi effettuate sulle sequenze di DNA genomiche sono
emerse significative differenze tra le diverse specie per quanto riguarda la
frequenza dei vari elementi dinucleotidici. Similmente a quanto osservato per
I'utilizzo dei codoni, anche per gli elementi dinucleotidici & possibile identificare
un insieme di frequenze che risultano specie-specifiche, non casuali e altamente
stabili (Russel et al., 1976; Viotti et al., 1978).

Sulla base di queste considerazioni, disponendo di dati corretti sull’effettivo
utilizzo dei codoni sinonimi nei diversi organismi €& teoricamente possibile
adattare il codon usage di una sequenza eterologa al genoma dell’'organismo
ospite. Per migliorare i livelli di espressione e massimizzare la produzione di una
proteina ricombinante nel sistema di espressione vegetale scelto, pud essere,
quindi, conveniente riadattare la sua sequenza codificante in funzione del
dialetto codonico della pianta ospite, attuando una resintesi del gene che si
vuole esprimere sulla base delle frequenze codoniche e intercodoniche ed

eliminando tutte le eventuali sequenze di disturbo per I'espressione.

Elementi di regolazione a livello tradizionale: il promotore e il terminatore

Al fine di ottenere elevati livelli di trascrizione, i due elementi piu importanti da
considerare sono il promotore e il sito di poliadenilazione (Ma et al., 2003).

| segnali di poliadenilazione piu diffusi sono quelli relativi ai geni 35S di CaMV
(cauliflower mosaic virus), nos di Agrobatterio e ssu di pisello (Ma et al., 2003). A
livello di promotore, la scelta &€ senz’altro piu ampia e diversificata, e per
un’espressione costitutiva a livelli medio-alti si ricade su promotori virali (es. 35S
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di CaMV) o di proteine ubiquitarie (es. l'ubiquitina-1 di mais) (Sanger et al.,
1990).

Livelli di espressione troppo elevati possono, tuttavia, causare un ridotto vigore
della pianta (nel caso in cui buona parte delle risorse energetiche siano
impiegate nella produzione di proteine eterologhe non essenziali) o anche
mettere in pericolo la sua stessa sopravvivenza. Per questo motivo, i promotori
tessuto-specifici, che regolano I'espressione del transgene esclusivamente in un
determinato distretto, sono particolarmente utili poiché consentono la produzione
di proteine eterologhe altrimenti fitotossiche e facilitano le successive fasi di
purificazione. In particolare, I'espressione di una proteina ricombinante nel seme
pud efficacemente prevenire effetti tossici alla pianta ospite (Chinn e Comai,
1996). Tra i promotori seme-specifici piu utilizzati troviamo quelli delle proteine di
riserva del seme di riso, tra cui i promotori delle gluteline 1 e 4, i promotori delle

prolamine da 10 e 16 KDa e il promotore della globulina-1 (Qu e Takaiwa, 2004).

1.6 GAA e GCasi in pianta

| bioreattori vegetali sono particolarmente interessanti per la produzione degli
enzimi lisosomiali oggetto di studio: una serie di aspetti positivi, infatti, giocano a
favore di tale sistema. Anzitutto, diversamente dai metodi basati sui batteri, le
piante sono in grado di attuare le modificazioni post-traduzionali della proteina
senza indurre, pero, l'iperglicosilazione che si osserva con I'impiego di funghi.
Inoltre, viene superato il rischio di contaminazione da patogeni umani o animali,
concreto, invece, in cellule ingegnerizzate di mammifero, poiché le piante non
rappresentano un loro ospite.

Da un punto di vista strettamente economico, i sistemi vegetali permettono poi
una riduzione dei costi di produzione su larga scala (Fig. 1.13), con possibile
abbassamento dei prezzi della molecola farmaceutica ottenuta.

Tra i sistemi ospite vegetali, 'endosperma di riso offre alcuni importanti vantaggi
per I'espressione di GAA; questo tessuto consente I'accumulo stabile della
suddetta proteina per lunghi periodi di tempo senza compromissione della sua
attivita biologica (Stoger et al., 2000). L’'enzima, infatti, in tale ambiente & protetto
dalla degradazione proteolitica a motivo della sintesi di quantita significative di
inibitori di proteasi. A cid si aggiunge il contenuto relativamente basso di
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composti fenolici e lipidi che permette di ottenere una migliore efficienza nei
successivi processi di estrazione e purificazione della proteina dal tessuto
vegetale. Inoltre, le piccole dimensioni del seme consentono il raggiungimento di
un’alta concentrazione della molecola ricombinante, aspetto di particolare
interesse per la produzione industriale. Infine, la proteina espressa in seme non
manifesta caratteristiche di fitopatogenicita e non interferisce, quindi, con lo

sviluppo e la crescita della pianta.
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Figura 1.13 Costi per grammo dellimmunoglobulina A purificata prodotta in diversi sistemi di
espressione. | costi delle colture cellulari mammifere sono derivati dai costi industriali delle stesse
e delle strutture di purificazione. | costi in capre trasngeniche sono stime disponibili
pubblicamente fornite da Genzyme Transgenics (Farmingham, MA, USA). | costi in pianta
confrontano la produzione in biomasse verdi (120.00 tonnellate ha-1) e in seme (7.5 tonnellate
ha-1). Le differenze nei diversi sistemi di produzione sono basati principalmente sui costi di
produzione, assumendo che i costi di purificazione e le perdite durante il processo di

purificazione siano gli stessi per tutti i sistemi.

1.7 Il riso come specie modello
Il riso (Oryza sativa L.) &€ uno dei cereali piu coltivati al mondo (secondo solo al
frumento) e il principale alimento per circa il 60% della popolazione umana,

soprattutto nei paesi asiatici dove fornisce i tre quarti dell’apporto calorico
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giornaliero a una popolazione in crescita a un tasso annuale dell’'1.8% (Khush,
1997).

Negli ultimi anni si & assistito a un maggiore impiego delle proteine di riso come
potenziali ingredienti alimentari dato il loro alto valore nutrizionale, le proprieta
ipoallergeniche e il sapore delicato (Chrastil, 1992).

Il riso & considerato specie modello per le piante appartenenti alla classe delle
monocotiledoni grazie a una serie di caratteristiche che possono essere cosi
esemplificate:

e genoma completamente sequenziato, di dimensioni minori (431 Mb)
rispetto alle altre graminacee;

o facilita di trasformazione e rigenerazione;

e tecniche colturali semplici e bassa richiesta di manodopera dato I'elevato
grado di meccanizzazione;

e brevita del ciclo biologico (da 140 a 170 gg in funzione del tipo di cultivar);

e celevate rese per ettaro di superficie coltivata;

e sistema di unioni fondato sull’autogamia e sulla cleistogamia, caratteristica
importante ai fini della biosicurezza di una PGM,;

e possibilita di utilizzo di varieta inadatte al consumo (no-food) e destinate a
scopi diversi rispetto all’alimentazione umana (es. estrazione di amido);

e presenza di marcatori genetici legati alle caratteristiche del seme (colore,
forma, indice di collosita e consistenza) (Yuan et al., 2001; Nature, 2005)
al fine di evitare I'ingresso nella filiera alimentare di sementi prodotte da
piante transgeniche.

Nel presente lavoro, per la manipolazione genetica, € stata utilizzata una varieta
waxy di riso (CR W3), con endosperma glutinoso, costituita dal’Ente Nazionale
Risi per scopi industriali.

| semi di riso, come tutti quelli dei cereali, presentano un tessuto endospermico
preminente, che pud occupare fino al 90% del seme, e un embrione di
dimensioni ridotte (Yang et al., 2002). Tutti i tessuti del seme svolgono una
funzione di riserva (contengono minerali, oli, proteine e amido). | semi di cereali
contengono fino al 16% in peso secco di proteine. Le proteine di riserva del
seme vengono accumulate ad alti livelli in tessuti specifici come 'endosperma e i

cotiledoni.
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L’endosperma di riso contiene quattro classi principali di proteine distinte in base
al loro grado di solubilita ed estraibilita in acqua (albumine), soluzioni saline
diluite (globuline), miscele alcol/acqua (prolamine) e acidi o basi diluite (gluteline)
(Kawagoe et al., 2005).

Sia le prolamine, sia le gluteline vengono inizialmente sintetizzate sulle
membrane del RE, ma sono poi immagazzinate sotto forma di corpi proteici in
diversi compartimenti intracellulari (Muench et al., 1998). Le prolamine vengono
accumulate e assemblate in granuli d’inclusione intracisternale di forma sferica,
di 1-2 ym di diametro, all'interno del lume del RE (Hamada et al., 2003). Nel riso,
i corpi proteici di prolamine vengono estrusi dal RE e rimangono separati dal
compartimento vacuolare. E’ stato dimostrato che il chaperone BiP (binding
protein), appartenente alla famiglia delle heat shock proteins 70 (hsp70), &
strettamente associato alle prolamine di riso, suggerendo che BiP promuova un
folding corretto delle prolamine e il loro assemblaggio sulla superficie di corpi
proteici crescenti (Li et al., 1993).

Le gluteline vengono inizialmente indirizzate al lume del RE attraverso un
processo di immissione co-traduzionale; vengono quindi trasportate al Golgi e
successivamente a piccoli vacuoli di immagazzinamento a formare corpi proteici
elettro-densi, di forma irregolare e diametro di 2-3 ym (Hamada et al., 2003).

Le proteine di riserva sono cosi rappresentate nellendosperma di riso (Van der
Borgh et al., 2006): 3.8-8.8% di albumine; 9.6-10.8% di globuline; 2.6-3.3% di
prolamine; 66-78% di gluteline.

1.8 Il metodo di trasformazione con Agrobacterium tumefaciens

Fino a 30 anni fa, la possibilita di utilizzare il comune batterio del suolo,
Agrobacterium tumefaciens, come vettore per la trasformazione genetica
controllata delle piante era solo una prospettiva lontana. Oggi, invece, molte
specie agronomicamente importanti sono trasformate routinariamente con
questo batterio e la lista delle piante suscettibili alla trasformazione, mediata da
agrobatterio, & destinata ad aumentare. Tuttavia, la ricerca deve ancora risolvere
alcuni interrogativi relativi alla trasformazione genotipo-indipendente di specie

agrarie economicamente importanti e alla stabilita di espressione del transgene.
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Agrobacterium tumefaciens € un batterio Gram-negativo del suolo di forma
bastoncellare fitopatogeno ma non invasivo, noto per indurre tumori al colletto
che interferiscono con la normale crescita delle piante infette (Fig. 1.14). In
natura, Agrobacterium tumefaciens infetta un’ampia gamma di specie vegetali,
soprattutto dicotiledoni. A seconda della specie vegetale considerata, si

identificano ceppi a bassa oncogenicita e ceppi altamente oncogenici.

Figura 1.14 Tipico callo generato da Agrobatterio.

Al genere Agrobacterium sono ascrivibili cinque specie distinte in base al
carattere fitopatogeno: Agrobacterium tumefaciens, agente del tumore al colletto;
Agrobacterium rhyzogenes, causa di piccoli tumori a livello radicale con
iperramificazioni; Agrobacterium rubi che colpisce le parti aeree, Agrobacterium
radiobacter considerata una specie avirulenta (Otten et al., 1984) e
Agrobacterium vitis. In realta, &€ dimostrato che i sintomi per la maggior parte
seguono il tipo di plasmide tumorigenico presente all'interno di un particolare
ceppo. Infatti, il tipo di malattia scatenata &€ determinata non tanto da fattori
ereditabili del batterio, quanto piuttosto da fattori portati sul plasmide. Il tumore al
colletto causato da Agrobacterium tumefaciens si sviluppa proprio in seguito al
trasferimento e alla successiva integrazione ed espressione di un particolare
segmento di DNA plasmidico, detto T-DNA (DNA trasferito), all'interno di uno o
piu cromosomi della pianta (Glick e Pasternack, 1999). Successivamente
all'introduzione del gene di interesse nel T-DNA, & possibile rigenerare da una
singola cellula piante transgeniche caratterizzate da un’espressione stabile del
gene introdotto e da un background genetico identico a quello della pianta
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madre. Alla trasformazione segue la selezione delle piante che presentano |l
gene dinteresse mediante un gene di resistenza selezionabile introdotto nel
vettore di espressione o in un secondo vettore nel caso si operi una co-
trasformazione. La possibilita di ottenere piante transgeniche trasformate in
modo stabile dipende dalla varieta e il tempo richiesto per saggiare le proteine
espresse in modo eterologo pud variare da 3 a 9 mesi.

Agrobacterium tumefaciens manifesta la capacita di trasformare geneticamente
le piante che presentano ferite rilascianti sostanze come acetosiringone e
idrossiacetosiringone, in grado di richiamare il batterio e di indurre l'attivita dei
geni vir, rendendo le cellule ferite suscettibili all’attacco di A. tumefaciens.

La trasformazione genetica, che si manifestera come formazione del tumore al
colletto, e il risultato dell'integrazione del segmento T del DNA plasmidico
dellagrobatterio all'interno del genoma della pianta e la conseguente
espressione dei geni interni a tale segmento (Stachel et al., 1986) (Fig. 1.15).
L’integrazione pud aver luogo in uno o piu punti di uno stesso cromosoma o di

cromosomi diversi.
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Figura 1.15 Meccanismo di infezione di Agrobacterium tumefaciens.

1.8.1 1l plasmide pTi

48



Tesi di Dottoraro di Serena Versolatto, discussa presso I'Universita degli Studi di Udine

Le basi molecolari della trasformazione genetica mediata da Agrobacterium
tumefaciens consistono nel trasferimento dal batterio e successiva integrazione
nel genoma nucleare della pianta di una porzione del plasmide pTi (tumor-
inducing, nome derivato dai sintomi che induce nelle piante infettate) residente
nel batterio.

pTi & un plasmide a basso numero di copie di dimensioni comprese tra 200 e
800 kb (Goodner et al., 2001). In pTi si individuano due regioni principali: la
regione del T-DNA (DNA di trasferimento) e la regione Vir (Fig. 1.16).
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Figura 1.16 Rappresentazione schematica del plasmide pTi.

Il T-DNA & lungo approssimativamente da 10 a 30 kb, rappresentando cosi meno
del 10% del plasmide. E’ fiancheggiato da sequenze ripetute di 25 bp altamente
omologhe (left e right border repeat), essenziali per I'integrazione nel genoma
delle piante (Hansen et al., 1999). La regione del T-DNA porta oncogeni,
responsabili della iperproduzione di auxine e citochine, e geni per la sintesi di
opine. Auxine e citochinine sono fitoormoni che regolano la crescita delle cellule
vegetali e lo sviluppo della pianta. Gli oncogeni possono sintetizzare
direttamente tali ormoni, oppure aumentare la sensibilita delle cellule vegetali agli
stessi, determinando una crescita cellulare rapida e disorganizzata e I'insorgenza
di tumori, quali quelli al colletto (Glick e Pasternack, 1999). Le opine
rappresentano una classe nuova di amminoacidi modificati estranei alle piante e

derivati dalla condensazione tra un amminoacido e un chetoacido oppure tra un
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amminoacido e uno zucchero. Il tipo di opina dipende dal ceppo di
Agrobacterium tumefaciens utilizzato per la trasformazione. Si distinguono, cosi,
ceppi che producono mannopina (ceppi mannopinici), nopalina (ceppi nopalinici),
opalina (ceppi opalinici) e octopina (ceppi octopinici). Le opine sintetizzate
costituiscono un’importante fonte di azoto organico utilizzabile da Agrobacterium
tumefaciens.

Nella regione Vir (virulenza) di 35 Kb, posta al di fuori del T-DNA, mappano circa
10 geni Vir, codificanti proteine che esplicano un ruolo essenziale nel
trasferimento e integrazione della porzione T-DNA nel genoma della pianta.
L’applicabilita della trasformazione mediata da Agrobatterio, dapprima limitata al
tabacco e a poche altre specie, bersagli naturali dell'infezione, € ora ampliata alla
maggior parte delle specie vegetali di interesse agronomico, comprese
graminacee e leguminose (Lee et al., 2001).

La selezione delle cellule geneticamente trasformate da cui rigenerare le piante
transgeniche prevede spesso l'impiego di substrati selettivi contenenti un
antibiotico che uccide le cellule non trasformate in quanto prive del gene marker
per la resistenza all’antibiotico stesso; tale gene & contenuto nel T-DNA ed &
generalmente una componente associata al gene di interesse.

La presenza di geni marcatori nelle linee di piante transgeniche pud costituire
una fonte di potenziali rischi per la salute umana e per I'ambiente; i prodotti di
alcuni geni marker, infatti, possono risultare tossici o allergenici per I'uomo o per
gli animali, mentre i geni per la resistenza agli antibiotici potrebbero essere
trasferiti orizzontalmente ai batteri presenti nell'ambiente, sebbene non esista
alcuna evidenza scientifica che avvalori tali ipotesi. Cid nonostante la normativa
europea vigente raccomanda, ove tecnicamente possibile, di eliminare le
resistenze agli antibiotici entro il 31 dicembre 2008 (cfr. § 1.9). Per questo motivo
sono stati proposti diversi metodi basati sull’eliminazione del marcatore
selezionabile dal trasformato primario e finalizzati alla produzione di varieta
transgeniche marker-free. Uno di questi consiste nella co-trasformazione della
pianta con marcatori selezionabili e geni di interesse posti ciascuno in una
regione T-DNA presente in un differente plasmide di A. tumefaciens. Si
ottengono cosi linee transgeniche in cui il gene marker é integrato in un locus

cromosomico diverso da quello in cui si trova il gene di cui si desidera
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I'espressione e, sottoponendo queste linee a cicli di autofecondazione, si
possono selezionare le piante transgeniche prive del marcatore.

Vi sono diversi approcci a questo tipo di metodica: possono essere impiegati due
ceppi di A. tumefaciens ospitanti ciascuno un diverso plasmide (Depicker et al.,
1985; McKnight et al., 1987), oppure entrambi i plasmidi possono essere portati
dallo stesso ceppo contenente, quindi, due vettori binari separati (Daley et al.,
1998).

Un miglioramento significativo nelle procedure di co-trasformazione €& stato
introdotto con l'uso di plasmidi binari contenenti due T-DNA (Hiei et al., 1994;
Komari et al., 1996), detti anche “vettori superbinari”’, nei quali un T-DNA
contiene il gene di interesse, mentre il secondo contiene un gene marcatore
selezionabile. E’ stato dimostrato che questo approccio porta a frequenze di co-
trasformazione piu alte rispetto ai metodi precedentemente descritti (Komari et
al., 1996).

Piu di recente si sta considerando la possibilita di usare elementi trasponibili per
costruire piante transgeniche prive di marcatori senza ricorrere necessariamente
alla separazione del gene marker in anafase meiotica.

Un approccio alternativo all'impiego di geni per la resistenza ad antibiotici &
rappresentato da sistemi di selezione positiva basati sull’aggiunta di zuccheri che
non possono essere metabolizzati dalle cellule non trasformate. Tra i metodi
sviluppati una particolare attenzione e stata rivolta all’utilizzo del mannosio come
agente selettivo e del gene PMI di Escherichia coli codificante I'enzima
fosfomannosio isomerasi, come marker selezionabile (Miles e Guest, 1984). Tale
strategia si basa sull’'osservazione che il mannosio, convertito in mannosio-6-
fosfato dall’azione di esochinasi endogene, non pud essere utilizzato dalle piante
come fonte di nutrimento per la mancanza dell’enzima fosfomannosio isomerasi
necessario per la sua conversione a fruttosio-6-fostato. L’accumulo del mannosio
fosforilato nelle cellule inibisce lattivita della 6-fosfo-glucosio isomerasi con
conseguente blocco della glicolisi (Goldsworthy e Street, 1965). Inoltre, si
osserva il concomitante consumo dei pools intracellulari di fosfato e ATP che si
traduce in una inibizione severa della crescita (Ferguson et al., 1958; Malca et
al., 1967). Quando le cellule sono trasformate con il gene PMI, acquisiscono la
capacita di convertire il mannosio-6-fosfato a fruttosio-6-fosfato che pud essere
facilmente metabolizzato mediante gluconeogenesi e utilizzato come fonte di
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carbonio, ottenendo un vantaggio metabolico rispetto alle cellule non

trasformate.

1.9 La normativa sugli OGM

Il contesto normativo che a livello europeo disciplina il rilascio nelllambiente a
scopo di ricerca o finalizzata alla commercializzazione di un OGM si basa sui
principi di precauzione e prevenzione. E costituito dalla Direttiva 2001/18/CE
che, abrogando la precedente direttiva 90/220/CE, regolamenta I'emissione
deliberata nel’ambiente di un OGM, definito dalla normativa stessa come ‘“un
organismo, diverso da un essere umano, il cui materiale genetico é stato
modificato in modo diverso da quanto si verifica in natura mediante
accoppiamento o incrocio con la ricombinazione genetica naturale”.

Tale direttiva & stata recepita dagli Stati membri dell’Unione e integrata nella
legislazione italiana con il Decreto 8 luglio 2003, n. 224. La legge riscrive le
regole base per lapprovazione di un OGM a fini di ricerca o di
commercializzazione e all’articolo 4 definisce gli obblighi per gli stati membri:

1. “Gli Stati membri, nel rispetto del principio precauzionale, provvedono
affinché siano adottate tutte le misure atte a evitare effetti negativi sulla
salute umana e sullambiente che potrebbero derivare dall’emissione
deliberata o dallimmissione in commercio di OGM {(...)".

2. ‘prima di presentare una notifica (...), i notificanti effettuano una
valutazione del rischio ambientale (...). Gli Stati membri e Ila
Commissione si assicurano che gli OGM che contengono geni che
esprimono resistenza agli antibiotici utilizzati per trattamenti medici o
veterinari siano presi in particolare considerazione, al momento della
valutazione del rischio ambientale, per individuare ed eliminare
gradualmente negli OGM | marcatori di resistenza agli antibiotici che
possono avere effetti negativi sulla salute umana e sul’ambiente. Questa
eliminazione graduale avverra entro il 31 dicembre 2004 per gli OGM
immessi in commercio ed entro il 31 dicembre 2008 per gli OGM
autorizzati a norma della parte B’.

3. “Gli Stati membri designano la o le autorita competenti responsabili

dell’attuazione delle prescrizioni della presente Direttiva”.
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La Direttiva stabilisce una serie di valutazioni per ottenere il via libera alla

sperimentazione, tra cui:

v
v

descrizione del/i tratto/i e delle caratteristiche introdotte o modificate;
eventuali modifiche della capacita della pianta geneticamente modificata
(PGM) di trasferire materiale genetico ad altri organismi;

informazioni su eventuali effetti tossici, allergenici o altri effetti nocivi per la
salute umana riconducibili alla modificazione genetica;

informazioni sulla sicurezza della PGM per la salute animale, con
particolare riguardo a eventuali effetti tossici, allergenici o altri effetti nocivi
riconducibili alla modificazione genetica se si intende impiegare la PGM
negli alimenti per animali;.

meccanismi di interazione tra la PGM e gli organismi bersaglio (se del
caso);

potenziali cambiamenti nelle interazioni della PGM con organismi non
bersaglio risultanti dalla modificazione genetica;

potenziali interazioni con I'ambiente abiotico.

In Italia, il Decreto di recepimento dell’8 luglio 2003, in aggiunta alle norme gia

previste negli allegati alla Direttiva europea, prevede la valutazione preventiva di:

abbandono o sostituzione di colture divenute, in seguito allimpatto
dellOGM, non piu adatte o economicamente non piu convenienti, con
particolare riguardo alle varieta locali;

danni allimmagine dei prodotti locali e/o della zona di emissione e costi da
sostenere per difenderla;

cambiamento dei percorsi commerciali per i prodotti provenienti dalla zona
di emissione dovuti a impossibilita di accesso alla vendita OGM FREE
(grande distribuzione, alimenti per lattanti e bambini) o ad altre tipologie
commerciali;

modificazioni del paesaggio con impatto negativo sull'attivita agrituristica;
abbandono e/o marginalizzazione della zona di emissione in seguito alla
compromissione di forme di agricoltura praticate nella zona divenute meno

redditizie in seguito all'impatto dellOGM.

L’art. 8 stabilisce che chiunque intenda effettuare una emissione deliberata

nellambiente di un OGM sia tenuto a presentare una notifica al Ministero
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dellAmbiente che si avvale della Commissione Interministeriale di
Coordinamento per le Biotecnologie. La notifica deve contenere una serie di
documenti allegati, comprendente un fascicolo tecnico con tutte le informazioni
relative alla valutazione dei rischi, immediati e futuri, per la salute umana; la
valutazione del rischio ambientale; la valutazione del rischio per 'agrodiversita, i
sistemi agrari e la filiera agro-alimentare. Concluso I'iter amministrativo previsto
per la fase di ricerca e sviluppo, chi abbia intenzione di effettuare una immissione
sul mercato di OGM, come tali o contenuti in prodotti, deve presentare nuova
notifica preventiva all’autorita nazionale competente che svolgera listruttoria
preliminare. La notifica deve contenere una serie di indicazioni relative alla
valutazione dei rischi ambientali, alle condizioni di immissione sul mercato,
nonché alle opportune misure di sicurezza e di intervento in caso di emergenza.
La procedura autorizzativa segue poi una seconda fase che coinvolge UE e gli
Stati memobri.

Particolare attenzione & posta nei riguardi delle resistenze agli antibiotici che
dovranno essere eliminate entro il 31 dicembre 2008. Questo obbligo impone,
quindi, al ricercatore la messa a punto di nuovi protocolli per la trasformazione e
la selezione degli OGM. Infatti, negli attuali sistemi di trasformazione, la
selezione delle cellule trasformate portanti il gene d’interesse si ottiene
coltivando le cellule su un substrato selettivo spesso caratterizzato dalla
presenza dell’antibiotico che uccide le cellule sensibili (Endo et al., 2002).
Proprio questa procedura ha richiamato l'attenzione del Legislatore per la
preoccupazione che il gene di resistenza possa trasferirsi verticalmente dalla
pianta OGM a batteri potenzialmente patogeni per 'uomo.

Si ritiene importante sottolineare come il divieto imposto dalla normativa relativo
all’uso di geni di resistenza come marcatori selezionabili sia fondato sul principio
di precauzione e non su quello di prevenzione: cido implica la possibilita di
intervento da parte del legislatore in ambiti in cui i rischi siano anche solo
ipotizzati. Il principio di prevenzione, invece, si applica solamente a situazioni in
cui siano stati individuati e verificati rischi certi per 'ambiente e la salute
delluomo. Nel caso specifico non € mai stata dimostrata non solo la reale
pericolosita ma nemmeno il potenziale rischio dell'impiego degli antibiotici come
geni marker. E dunque opportuno evidenziare come ad oggi non esista alcuna

certezza scientifica relativa alla loro dannosita e che la normativa, seppur certo
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da rispettare, sia una manifestazione chiara di un atteggiamento aprioristico di
diffidenza e chiusura verso tutto cid che concerne gli OGM e la loro produzione,

non sostenuto dall’evidenza scientifica.

1.10 Scopo della tesi

Nei ultimi 15 anni si € assistito alla produzione, sperimentazione e successiva
commercializzazione di una serie di proteine enzimatiche curative per un gruppo
di patologie lisosomiali (malattia di Gaucher, mucopolissacaridosi |, I, VI, Fabry,
e malattia di Pompe). La tecnologia utilizzata in tutti questi casi & basata
sull'utilizzo del DNA ricombinante in cellule eucariotiche umane (linee
fibroblastoidi) o murine (CHO) (tecnologia utilizzata anche per produrre la GAA
ricombinante umana) che necessitano di bioreattori meccanici ad elevato
volume. |l sistema utilizzato presenta i difetti di una produzione limitata e di
elevati costi di investimento. Negli ultimi anni, € stato dimostrato che le piante
transgeniche rappresentano sistemi competitivi per la produzione di proteine
farmaceutiche. Riuscire ad esprimere una proteina ricombinante con potenziale
terapeutico in pianta potrebbe riflettersi nello sviluppo di un farmaco piu
accessibile ai pazienti colpiti da tali malattie. Cid risulta particolarmente
importante nel caso del trattamento di patologie rare come la malattia di Gaucher
e la glicogenosi di tipo Il. Alla luce di queste considerazioni lo scopo principale
del presente dottorato & stato il miglioramento dell’espressione di a- e -
glucosidasi acida umana ricombinante, esplorando il potenziale di bioproduzione
delle piante. Il riso (Oryza sativa L. ssp. japonica, var. CR W3) é stato scelto
come specie ospite e il suo seme come organo d’accumulo delle proteine
lisosomiali di interesse. Per la realizzazione di questo scopo, il lavoro é consistito
di diverse fasi: 1) design genico in silico finalizzato all’espressione endosperma-
specifica e valutazione dell’effetto della riscrittura genica sui livelli di espressione
della B-glucosidasi acida; 2) determinazione del contenuto dell’a-glucosidasi
acida in funzione dellimpiego di diverse sequenze 3’-UTR; 3) realizzazione dei
vettori di espressione finali per la trasformazione di riso via Agrobacterium

tumefaciens; 4) sviluppo di un protocollo di selezione e analisi sulla progenie.

95



Tesi di Dottoraro di Serena Versolatto, discussa presso I'Universita degli Studi di Udine

2. MATERIALI E METODI

2.1 Scrittura in silico del gene GAA ottimizzato per I’espressione in riso

La sequenza codificante (CDS, coding sequence) la GAA umana (GenBank
NM_000152) presenta numerosi polimorfismi naturali; punto di partenza in
questa tesi & stata una CDS portante 7 nucleotidi diversi rispetto alla sequenza
depositata in GenBank collegabili ad altrettante mutazioni puntiformi sinonime.
Tale sequenza & stata gentiimente formita dal laboratorio di malattie metaboliche
dell’lstituto “Burlo Garofalo” di Trieste.

Allo scopo di ottimizzare la sequenza di interesse per I'espressione endosperma-
specifica in riso, si & proceduto alla realizzazione di un gene sintetico che
presentasse caratteristiche favorevoli alla produzione della proteina umana in
questo compartimento del seme di riso. La CDS della GAA cosi modificata é
stata riscritta in silico secondo il metodo del codon context stabilito da Venturini
(2006), che prevede l'impiego per ogni amminoacido del codone sinonimo
preferito in funzione del contesto intercodonico, ovvero del primo nucleotide del
codone successivo (indicato con Ng4). A tal fine, dopo aver determinato la
sequenza amminoacidica corrispondente, il gene €& stato totalmente riscritto
sostituendo a ciascun amminoacido un codone scelto sulla base del codon
context a partire dal codone di stop per proseguire a ritroso lungo il gene.
Eventuali elementi di disturbo (omotetrameri) e sequenze di instabilita (TATA box
spurie, AATAAA, ATTTA) sono stati successivamente individuati ed eliminati nel
gene sintetico attraverso l'inserimento del secondo codone piu frequente in
relazione al contesto. Per favorire 'espressione in riso si € deciso di sostituire la
sequenza codificante il peptide segnale naturale con quello della glutelina 4
(Glub4), anch’essa riscritta secondo il medesimo criterio.

La sequenza riscritta e modificata € stata sottoposta ad analisi con uno specifico

software  (Webcutter,  www.firstmarket.com/cgi-bin/cutter/cut2.htim),

capace di creare siti di restrizione attraverso mutazioni puntiformi sinonime tali
da non alterare la sequenza amminoacidica della proteina. In questo modo, &
stato possibile inserire i seguenti siti di restrizione:

» Bam HI (G/IGATCC) (904-909 bp);

= Kpn | (GGTAC/C) (1872-1877 bp).
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Tali siti sono stati realizzati per poter provvedere alla sintesi della CDS in tre
tratti; poiché infatti la lunghezza della CDS ¢é pari a 2862 bp, la sintesi dell'intera
CDS nonché le successive operazioni di controllo apparivano oltremodo
difficoltose. Per ridurre le difficolta operative e diminuire i costi di sintesi, la CDS
é stata cosi suddivisa:

a) frammento A di 915 bp;

b) frammento B di 974 bp;

c) frammento C di 985 bp.

All'inizio dei frammenti B e C sono stati inseriti rispettivamente i siti di restrizione
Bam HI e Kpn |. questa operazione €& finalizzata allassemblaggio dei tre
frammenti nel vettore pUC18 in modo tale da ricostituire la CDS completa senza
alcuna alterazione amminoacidica rispetto alla proteina nativa. Va infine rilevato
che all’inizio del frammento A e al termine di quello C sono stati rispettivamente
inseriti i siti Xba | (T/CTAGA) e Sac | (GAGCT/C), e cid per consentire la sub-
clonazione dell'intera CDS da pUC18 al vettore di espressione finale.

La sintesi della nuova sequenza cosi ottenuta, comprendente il peptide segnale
Glub4 e divisa nei tre frammenti, & stata poi affidata a una ditta specializzata
(GenScript) che ha provveduto a clonare ciascun frammento in un vettore pUC18

utilizzando i siti di restrizione inseriti e a fornire anche i necessari controlli qualita.

2.2 Scrittura in silico del gene GCasi ottimizzato per I’espressione in riso
Per verificare i miglioramenti dei livelli di espressione apportabili tramite design
genico in silico, dopo aver determinato la sequenza amminoacidica
corrispondente, la CDS della GCasi (GenBank D16328) & stata totalmente
riscritta sostituendo a ciascun amminoacido un codone scelto secondo due
diversi criteri:

a. metodo del codon usage basato sull'utilizzo dei codoni in assoluto piu
frequenti modificato per discriminare tra geni espressi a diversi livelli di
espressione € in relazione al tessuto di provenienza;

b. metodo del Codon Context, gia descritto dettagliatamente nel paragrafo
precedente riguardante la riscrittura dell'a-glucosidasi, che prevede I'impiego del
codone sinonimo con la maggiore frequenza in un determinato contesto

intercodonico (Venturini, 2006).
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In quest'ultimo caso, le regioni codificanti sono state sintetizzate in direzione
3'>5’, ovvero partendo dal codone stop e procedendo a ritroso lungo il gene.
Nell’eventualita che si formassero omotetrameri congiuntamente all’utilizzo di un
codone preferito si &€ optato per I'eliminazione dell’elemento inserendo il secondo
codone preferito.

Per la clonazione delle sequenze sintetiche nel vettore finale di espressione,
anche in questo caso, sono stati inseriti i siti Xba | e Sac | rispettivamente al
terminale 5’ e 3’ della sequenza codificante.

La sintesi delle nuove sequenze cosi ottenute, comprendenti il peptide segnale

Glub4 ottimizzato, € stata poi affidata alla ditta GenArt.

2.3 Analisi della sequenza

E’ stata eseguita I'analisi della sequenza codificante sia la GAA nativa, sia quella
ottenuta applicando le regole del codon context. In particolare, si € proceduto
all'analisi dei seguenti elementi:

e determinazione del contenuto totale in GC e TA espresso in termini
percentuali;

e conteggio dei dinucletotidi CG e TA,;

e conteggio degli intercodoni C3pGs e T3pAs (dove i numeri in pedice
definiscono la posizione codonica; 4 indica la prima base della tripletta
successiva);

e conteggio della frequenza di codoni terminanti in G o C ottenuta dividendo
il numero di C3 o G3 calcolati per il numero dei codoni totali;

e determinazione della percentuale di C e G presenti in terza posizione
dividendo il numero di C3 o G3 calcolati per il numero di nucleotidi totali;

In entrambe le sequenze & stata, inoltre, individuata la presenza di eventuali
elementi di instabilita, quali TATA box spurie, AATAAA, ATTTA e omotetrameri.

Con lausilio di tre diversi software disponibili in rete (NetGene, GenScan e
GeneSplicer), sono state identificate le sequenze che potevano rappresentare
siti criptici di splicing, cioé tratti erroneamente interpretati come introni. Tali

introni criptici sono stati eliminati attraverso il design genico.
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La medesima procedura € stata adottata per I'analisi della sequenza codificante
la GCasi nativa, la GCasi riscritta secondo le regole del codon context e la GCasi
ottenuta applicando il criterio del codon usage. Infatti, i geni sintetici ottenuti con i
due diversi metodi sono stati comparati in silico tra loro e con la sequenza nativa
al fine di identificare il grado di similarita complessiva, la presenza di eventuali

elementi strutturali come TATA box spurie, omotetrameri, dinucleotidi CpG.

2.4 Metodiche comuni di biologia molecolare

Tutte le reazioni di amplificazione sono state effettuate utilizzando il
termociclatore MyCycler™ Thermal cycler (Bio-Rad) o il termociclatore PCR
Sprint® (Hybrid). Gli oligonucleotidi sintetici utilizzati, di lunghezza variabile da 15
a 30 basi, sono stati sintetizzati dalla ditta Sigma Genosys.

Le separazioni elettroforetiche di DNA su gel di agarosio (GellyPhor® LE,
EuroClone) sono state effettuate con I'apparato BioRad alle condizioni di corsa 4
V/cm per circa 1 h. Il recupero da gel di amplificati PCR e di prodotti ottenuti da
digestione enzimatica & stato realizzato mediante il kit Wizard® SV Gel & PCR
Clean-up System (Promega). Nel caso di recuperi da gel di plasmidi di grandi
dimensioni (>10 kb) & stato utilizzato I'enzima agarasi (NEB) in abbinamento a

gel di agarosio low melting SeaPlaque GTG agarose (FMC BioProducts).

Nota: i marcatori utilizzati nella visualizzazione dei frammenti di DNA in gel di
agarosio sono 1 kb DNA ladder (NEB) (Fig. 2.1 A), 1 kb DNA ladder Plus
(Invitrogen) (Fig. 2.1.B) e 100 bp DNA ladder (NEB) (Fig. 2.1C)
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Figura 2.1 A, B, C. Marcatori molecolari utilizzati.

Le digestioni enzimatiche sono state effettuate utilizzando enzimi di restrizione e
tamponi di digestione forniti da New England Biolabs (NEB).

Ciascuna reazione di digestione & stata allestita utilizzando i seguenti

componenti:
Componenti Quantita in pL
Buffer opportuno 10X 1.6 uL
BSA 100X 0.2 yL
Enzimi di restrizione (uno o piu) 5-10 U
DNA da digerire secondo necessita
H.O a volume
Volume finale 16.0 uL
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Le reazioni di digestione sono state singole, doppie o triple a seconda dell’'uso
rispettivamente di 1, 2 o 3 enzimi di restrizione. Le digestioni, condotte con piu di
un enzima, hanno richiesto necessariamente una compatibilita di buffer (quanto
maggiore possibile) tra i diversi enzimi di restrizione impiegati.

Le reazioni sono state lasciate in incubazione a 37°C per tempi variabili, da 2 a
14 ore (O/N, over-night) in funzione di diversi fattori, quali la quantita di DNA da
digerire, I'efficienza dell’enzima e il possibile rischio di star activity. Per digestioni
prolungate e in presenza di enzimi caratterizzati da star activity, alla reazione &

stata aggiunta come stabilizzante albumina di siero bovino (BSA) (NEB).

Le reazioni di saldatura tra inserti e vettori sono state realizzate mediante
'enzima T4 ligasi (Promega) in presenza del tampone specifico, con incubazioni
a 4°C overnight (ligation lenta) oppure a temperatura ambiente per almeno
un’ora (ligation rapida). | quantitativi di inserto e vettore necessari per ciascuna

reazione sono stati calcolati secondo la seguente formula:

ng vettore x bp inserto 3
¥ = nginsero
bp wvettore 1

considerando per ogni reazione una quantita di 25 ng di vettore, e un rapporto

inserto/vettore di 3/1.

Ligation “rapida”:

Vettore 25.0 ng
Inserto ng calcolati
Ligasi buffer 2x (Promega) 5.0 yL
T4 ligasi 1.0 uL

Volume finale 10.0 uL Incubazione a RT, minimo 1h
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Ligation “lenta”

Vettore 25.0 ng
Inserto ng calcolati
Ligasi buffer 2x (Promega) 1.0 yL
T4 ligasi 1.0 uL
Volume finale 10.0 uL Incubazione a 4°C O/N

Per la trasformazione di Escherichia coli & stato utilizzato il ceppo JM101 reso
competente con CaCl, (Sambrook et al., 1989); la trasformazione di cellule
competenti di A. tumefaciens (ceppo EHA105), preparate secondo il protocollo di
Lin et al. (1995), é stata effettuata mediante elettroporazione con I'elettroporatore
Micro Pulser™ (Bio-Rad).

Il DNA plasmidico dei ceppi trasformati & stato estratto mediante Wizard® plus
minipreps (Promega) o QIAprep® spin miniprep Kit (Qiagen). Il sequenziamento

dei tratti di DNA sintetizzati e/o subclonati & stato attuato da Primm srl.

2.5 Vettori utilizzati

Nell’ambito di questa tesi, per le operazioni di realizzazione e assemblaggio delle
cassette geniche da trasferire nei vettori finali di espressione sono stati utilizzati i
vettore commerciali pUC18, pGEM-T e pCAMBIA1300.

2.5.1 pUC18

pUC18 & un plasmide di E. coli ad alto numero di copie. Porta il gene per la
resistenza allampicillina e presenta un MCS all'interno della regione codificante
per il frammento a della beta-galattosidasi, rendendo possibile lo screening
secondo colore delle colonie trasformate (Fig. 2.2). Infatti, [l'inattivazione
inserzionale permette ai cloni ricombinanti di essere identificati direttamente
tramite a-complementazione: grazie alla presenza di un substrato cromogeno
per la B-galattosidasi, le colonie che non presentano linserto appaiono blu,
mentre quelle correttamente trasformate presentano il caratteristico colore

bianco crema di E. coli.
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Figura 2.2. Rappresentazione del vettore pUC18.

2.5.2 pGEM-T
Il vettore pGEM®-T presenta ai lati del MCS i siti di legame per diversi primer, fra
cui M13 forward e reverse, utilizzabili per 'amplificazione o il sequenziamento di

inserti (www.promega.com).
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Figura 2.3. Rappresentazione del vettore pGEM-T vector.
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Il vettore pGEM®-T & un plasmide high copy number derivato da pUC18
contenente i promotori T7 e SP6 nella regione fiancheggiante il sito di clonazione
multiplo (MCS, multiple cloning site); quest’ultimo mappa all'interno della regione
codificante per il frammento a dellenzima -galattosidasi (Fig. 2.3).
L’inattivazione inserzionale permette ai cloni ricombinanti di essere identificati

direttamente tramite a-complementazione.

2.5.3 pCAMBIA
Come base per il vettore finale di espressione in riso € stato, invece, utilizzato un
vettore pCAMBIA opportunamente modificato, in cui sono state inserite le
cassette geniche di interesse.
| vettori appartenenti alla famiglia pCAMBIA sono stati sviluppati appositamente
per la trasformazione di piante mono- e dicotiledoni e, sebbene vadano ancora
perfezionati, presentano alcune caratteristiche che li rendono adatti a questo tipo
di lavoro:

e vengono replicati in alto numero di copie in E. coli;

e presentano un’elevata stabilita in agrobatterio grazie al replicone di pVS1;

¢ sono di dimensioni relativamente ridotte (7-12 Kb);

e presentano geni per la resistenza antibiotica utilizzabili per la selezione di

cellule trasformate batteriche (kanamicina) e vegetali (igromicina).

MCS
LAC ZALPHA
CAMV3SS o b/ T-BORDER (R)
HYG(R)
pVS1 Sta
POLYASITE — pCAMBIA1300
TBORDER(L) — el
kanamycin (R) \
= pVS1-REP
pBR322 ori
pBR322 bom site

Figura 2.4. Struttura del vettore pPCAMBIA1300.
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Il vettore pCAMBIA 1300 (Fig. 2.4) & un vettore binario contenente un polylinker
derivato da pUC18 e i geni Kan" (nptlll) e hptll per la resistenza agli antibiotici
kanamicina e igromicina, rispettivamente. Il gene Kan' codifica per una
neomicina fosfotransferasi in grado di inattivare gli antibiotici appartenenti alla
famiglia della neomicina, in particolare kanamicina e amikomicina, conferendo un
elevato livello di resistenza alle cellule batteriche che possiedono il plasmide
portante tale gene e il promotore batterico. Il gene hptll codifica per una
igromicina fosfotransferasi e permette di selezionare le piante trasformate
utilizzando igromicina come agente di selezione sotto il controllo di un promotore
attivo in pianta.

Il vettore utilizzato in questo lavoro € un pCAMBIA1300 modificato, indicato
pCAMBIA13xx. Esso diverge dal vettore commerciale nella zona del MCS, che
risulta quasi totalmente rimossa (delezione di 50 bp) al fine di impedire

interferenze con i siti di restrizione unici presenti nella cassetta di interesse.

2.6 Realizzazione dei vettore di espressione per GAA e GCasi

Modificando il vettore commerciale pPCAMBIA1300 (n. acc. GenBank AF234296)
sono stati realizzati i vettori finali di espressione pCAMBIA_CDS di interesse-
NOS ter PMI e pCAMBIA_CDS di interesse-NOS ter PMI_FXantiFX portanti
rispettivamente due e tre cassette geniche. Entrambi i vettori sono caratterizzati
da un unico T-DNA dotato di cassette per I'espressione del gene di interesse
(GAA_CC; sequenza codificante I'a-glucosidasi riscritta secondo il criterio del
Codon Context) e del’agente selettivo PMI (fosfomannosio isomerasi) mentre
differiscono tra loro per la presenza o meno della cassetta per I'espressione
del’RNAi diretto al silenziamento dei geni a(1,3)-fucosiltransferasi e B(1,2)-
xilosiltransferasi (FXantiFX). Mediante RNA interference si & voluto, infatti,
silenziare due geni presenti nel genoma di riso codificanti per gli enzimi a(1,3)-
fucosiltransferasi (GenBank acc. n° NM_001068555) e B(1,2)-xilosiltransferasi
(GenBank acc. n° NM_001068712). Tali enzimi sono rispettivamente
responsabili del’aggiunta dei residui glucosidici a(1,3)fucosio e $(1,2)xilosio alle
catene glicaniche delle proteine.

Per la sostituzione e l'introduzione delle cassette geniche, sono stati utilizzati
specifici siti di restrizione presenti all'interno del T-DNA riportati in Fig. 2.5.
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Figura 2.5 Rappresentazione schematica del vettore commerciale pCAMBIA1300 con evidenziati
gli elementi strutturali e i siti di restrizione sfruttati per la preparazione dei vettori finali di

espressione.

2.6.1 Realizzazione dei vettori di espressione per GAA

Prima di procedere alla descrizione dei vettori finali di espressione, si riportano le
operazioni eseguite per I'ottenimento della sequenza completa della GAA CC.

| vettori pUC18 portanti ciascuno un frammento della GAA sono stati, infatti,
sottoposti a una serie di digestioni enzimatiche al fine di ottenere la rimozione e il
recupero dei frammenti d’interesse dai vettori per l'assemblaggio e la
realizzazione del costrutto pUC18_ GAA CC.

Come strategia da seguire per creare la sequenza intera della GAA si & deciso di
tagliare il vettore pUC18 frammento C in modo tale da aprire il vettore e
consentire dapprima l'inserimento del frammento B, e successivamente di quello
A. A tale fine, sia per pUC18_frammento C, sia per pUC18_ frammento B & stata
impostata una digestione con Aat Il e Kpn .

Si & scelto di utilizzare I'enzima Aat Il, anziché I'enzima Bam HI, per meglio
distinguere i prodotti di digestione che altrimenti sarebbero piu difficili da
visualizzare in gel date le dimensioni simili. Le bande corrispondenti al vettore
aperto pUC18 C e all'inserto B sono state recuperate e saldate in modo da
ottenere pUC18 B+C. E stata, quindi, impostata la digestione sequenziale
impiegando Bam HI e Aat |l per aprire il nuovo vettore portante sia il frammento
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C sia il frammento B e separare il frammento A dal vettore pUC18. La saldatura
tra il vettore pUC18 B+C e l'inserto A ha consentito la produzione del vettore
pUC18 portante la sequenza completa della GAA CC (pUC18_GAA CC).

2.6.1.1 pCAMBIA1300_GAA CC-NOS ter_PMI e pCAMBIA1300_GAA CC-
NOS ter_PMI_FXAntiFX

In linea generale, la strategia seguita per la realizzazione del vettore a tre
cassette ha previsto i seguenti adattamenti molecolari nel vettore pCAMBIA1300:
1) Inserimento della cassetta di espressione dell’enzima GAA;

2) Sostituzione del gene codificante igromicina fosfotransferasi (hptll),
responsabile della resistenza all’antibiotico igromicina, con il gene manA
codificante per 'enzima fosfomannosio isomerasi;

3) Inserimento della cassetta di espressione per il silenziamento combinato degli
enzimi fucosiltransferasi e xilosiltransferasi in corrispondenza di Pme |
(GTTT/AAAC).

Nel passaggio di clonazione finale di ciascuna cassetta si & operato in modo da
orientare i costrutti secondo una direzione unica (piu precisamente, promotore-
gene-terminatore sono sempre disposti in senso antiorario).

Di seguito vengono descritte nel dettaglio le operazioni di assemblaggio e

creazione delle cassette geniche effettuate nei diversi vettori preparativi.

Isolamento di PMI: il gene manA e stato isolato dal batterio Escherichia coli
mediante PCR, utilizzando primer specifici disegnati sulla base della sequenza di
manA depositata in banca dati (GenBank acc. n® M15380):

PMI for: 5’- CTC GAG ATG CAA AAACTC ATT AAC T-3

PMl rev: 5- CTC GAG TTA CAG CTT GTT GTAAACA -3

Per favorire le operazioni di clonazione nel vettore finale di espressione, i primer
PMI for e PMI rev portano il sito restrizione Xho | (C/TCGAG) ai terminali 5’ e 3’,
rispettivamente.

Il gene cosi isolato & stato clonato all'interno del vettore pGEM-T

Realizzazione della cassetta per il silenziamento FxAntiFx: fatte salve le
sequenze nucleotidiche relative ai geni da silenziare, tutte le altre derivano da un

vettore ideato dal Commonwealth Scientific and Industrial Research Organisation
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(CSIRO, Australia) per indurre silenziamento genico mediante hairpin RNAi
(RNA interferente basato su strutture a forcina di RNA) in piante monocotiledoni.
Per quanto riguarda le sequenze senso e antisenso dei geni a(1,3)-
fucosiltransferasi e [B(1,2)-xilosiltransferasi, esse sono state isolate mediante
PCR da cDNA di O. sativa mediante utilizzo dei seguenti primer, disegnati su un
tratto di sequenza altamente conservata dei geni NM_001068555 e
NM_001068712.

FucS for: GGATCCCGTCCTCGTCGGGGGCGCC

FucS rev: TCTAGAGCGCCTTCTCCAGGAGAGA

FucA for: GGTACCGGATCCCGT CCTCGTCGGG

FucA rev: TCTAGAGCGCCTTCTCCAGGAGAGA

XilS for: GCTAGCAGGACGGGGCCGTTGGTGG

XilS rev: TTAATTAAGTCCTCTCGCCGAACAA

XilA for: GCTAGCAGGACGGGGCCGTTGGTGG

XilA rev: ACT AGTGTCCTCTCGCCGAACAAAG

La parte sottolineata della sequenza dei primer indica siti di restrizione introdotti
per favorire le operazione di assemblaggio della cassetta genica nel vettore
pSTARLING.

Creazione del vettore pCAMBIA1300_GAA CC: la cassetta genica completa per
'espressione dell’a-glucosidasi acida, costituita dal promotore GluB4 LLTCK,
dalla CDS della GAA e dal terminatore NOS, é stata escissa dal vettore
pSV_GAA, realizzato in un precedente lavoro, tramite digestione con EcoR |
(G/IAATTC) e successivamente inserita nel vettore pCAMBIA1300

opportunamente aperto con il medesimo enzima.

Creazione del vettore pCAMBIA1300_GAA CC_PMI: per l'introduzione del gene
manA il vettore pCAMBIA1300 & stato digerito con Xho | al fine di eliminare il
gene hptll e consentirne la sostituzione in corrispondenza dello stesso sito di

restrizione, realizzando il vettore a due cassette.

Creazione del vettore pCAMBIA1300 GAA CC _PMI_ FxAntiFx: [linserto
rappresentato dalle sequenze senso e antisenso € stato recuperato dal vettore
pSTARLING che lo portava mediante digestione con Not | (GC|GGCCGC),
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sottoposto a trattamento con T4 DNA polimerasi per eliminare le estremita sticky
generate da Not | e favorire la ligation blunt con il vettore pCAMBIA1300_GAA
CC_PMl in corrispondenza del sito Pme |. A saldatura avvenuta, é stato attuato il
controllo del corretto orientamento della cassetta di silenziamento mediante

digestione enzimatica con Spe | (A/CTAGT).

2.6.1.2 pCAMBIA1300_GAA CC-GluB4 ter_PMI e pCAMBIA1300_GAA CC-
GluB4 ter_PMI_FXAntiFX

Nel tentativo di incrementare i livelli di espressione in endosperma di riso, si €
deciso di sostituire il terminatore NOS con quello della Glutelina 4 di riso (GluB4
ter). Sono stati, quindi, realizzati i vettori pCAMBIA1300_GAA CC-
GluB4ter_PMI_ e pCAMBIA1300_GAA CC-GluB4 ter _PMI_FXantiFX.

Data l'impossibilita di eseguire la sostituzione del terminatore NOS con quello
della glutelina4 di riso direttamente nei vettori a due e tre cassette
precedentemente realizzati (pCAMBIA1300_GAA CC-NOS ter PMI e
pCAMBIA1300_GAA CC-NOSter PMI_FxAntiFx) a causa della presenza di piu
siti EcoR | e Sac |, utili per il taglio del terminatore NOS, si & proceduto
inserendo consecutivamente terminatore GluB4, promotore GluB4 e gene
d’interesse GAA in vettori preparativi. Il suddetto promotore € stato recuperato
dal vettore pGEM-T_GluB4 LLTCK gia ottenuto in precedenti lavori di clonazione
e caratterizzato dalla sostituzione del leader nativo presente nel promotore
GluB4 con il leader sintetico LLTCK dotato di elementi TC e CAA ripetuti e
contraddistinto dalla presenza della sequenza consenso Kozak (De Amicis et
al., 2007). Il terminatore GluB4 munito dei siti Sac | e EcoR | rispettivamente ai
terminali 5’ e 3’ & stato, invece, sintetizzato artificialmente dalla ditta GeneArt che
ha provveduto alla sua clonazione allinterno di un opportuno vettore (pMK)
mediante i siti di restrizione Sac | e EcoR |.

Come strategia da seguire per la sostituzione del terminatore si & deciso di
ottenere dapprima i vettori intermedi pUC18 GluB4 ter e pUC18_GluB4
LLTCK GluB4 ter e successivamente procedere al recupero della sequenza
codificante I'a-glucosidasi acida riscritta secondo il metodo del codon context da
pUC18 GAA CC e al suo inserimento in pUC18 _ GluB4 LLTCK GluB4 ter. Si &,
quindi, proceduto sostituendo il terminatore NOS, presente nel vettore

pUC18_NOS ter, con quello della glutelina 4 di riso clonato nel vettore pMK
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fornito dalla ditta incaricata della sua sintesi. A tal fine sia pUC18_NOS ter sia
pMK_GluB4 ter sono stati digeriti con EcoR | e Sac | in modo da ottenere
rispettivamente il vettore e linserto per produrre, tramite saldatura, il vettore
intermedio pUC18_ GluB4 ter. Lo step successivo ha previsto I'inserimento del
promotore GluB4 LLTCK nel vettore intermedio. pUC18_GluB4 ter & stato,
quindi, sottoposto a digestione con Xba | e Sph | (GCATG/C) cosi da ottenere il
vettore per la saldatura del promotore GluB4 LLTCK escisso dal vettore che lo
portava (P GEM-T_GluB4 LLTCK) mediante digestione con i medesimi enzimi. Ha
fatto seguito l'introduzione della sequenza GAA CC nel vettore pUC18_GluB4
LLTCK_GluB4 ter prodotto. Tale vettore & stato aperto con Xba | e Sac | e
saldato con l'inserto GAA CC recuperato da pUC18_GAA tramite digestione con
Xba |, Sac | e Aat I, generando il vettore pUC18_GluB4 LLTCK_GAA_GluB4 ter
portante il nuovo terminatore.

Per la realizzazione dei vettori finali a due e tre cassette, I'intera cassetta di
espressione del gene di interesse presente in pUC18 Glub4 LLTCK GAA
CC_GluB4 ter é stata recuperata attraverso taglio con EcoR |.

Al fine di produrre il vettore pCAMBIA1300_GAA CC-GluB4 ter_PMI, il vettore
pCAMBIA1300_GAA CC-NOS ter_PMI ¢é stato digerito con EcoR | in modo da
aprire il vettore e consentire la successiva saldatura della cassetta di
espressione precedentemente recuperata, ottenendo il vettore finale a due
cassette. Per il controllo del corretto orientamento dell’inserto si € proceduto alla
digestione con Sac I.

Per la realizzazione del vettore a tre cassette, l'inserimento della sequenza
FxAntiFX € avvenuto secondo la medesima procedura operativa gia descritta nel
paragrafo precedente (si veda Creazione del vettore pCAMBIA1300_GAA
CC_PMI_ FxAntiFx)

2.7 Realizzazione dei vettore di espressione per GCasi

Analogamente a quanto descritto per la GAA (cfr. § 2.6.1.1), sono stati realizzati i
seguenti vettori di espressione finale della GCasi a tre cassette,
pCAMBIA1300_GCasi CC-NOS ter _PMI_FXantiFX, pCAMBIA1300_GCasi CU-
Nos ter_PMI_FXantiFX, pCAMBIA1300_GCasi nativa-NOS ter_PMI_FXantiFX,

portanti rispettivamente la versione sintetica ottenuta applicando le regole del
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codon context, la CDS riscritta secondo il metodo del codon usage e la sequenza
nativa.

E stato, inoltre, costruito il vettore di espressione pCAMBIA1300_GCasi nativa-
NOS ter_PMI privo della cassetta genica per il silenziamento e portante la

sequenza GCasi nativa.

2.8 Trasformazione di Oryza sativa mediante Agrobacterium tumefaciens

Per la trasformazione di riso, varieta CR W3, & stato utilizzato il protocollo di Hiei
et al. (1994), modificato da Hoge (Rice Research Group, Institute of Plant
Science, Leiden University) e Guiderdoni (programma Biotrop, Cirad, Montpellier,
France) fino all'ottenimento dei calli trasformati. Per la successiva fase di
selezione & stato applicato, invece, il protocollo di Datta e Datta (2006). Qui di

seguito sono brevemente descritte le principali fasi dell’intera procedura.

2.8.1 Preparazione e sviluppo di calli embriogenici da scutello di riso
La trasformazione di riso & avvenuta su calli embriogenici derivati da scutello.
Per indurre la proliferazione di calli da tessuto scutellare & stato utilizzato |l
seguente protocollo operativo:
= ¢ stata eseguita la sbramatura (eliminazione delle glume) di 200 semi di
riso;
= per eliminare potenziali patogeni e saprofiti contaminanti che potrebbero
interferire con la coltura di calli, si & proceduto quindi alla disinfezione
delle cariossidi private delle glume:
a. il primo trattamento di disinfezione ha previsto la permanenza per 2
min in una soluzione di etanolo al 70%;
b. dopo il passaggio in etanolo, i semi sono stati trasferiti in una
soluzione di ipoclorito di sodio al 5% con 2 gocce di detergente
TweenZ20 e ivi mantenuti in agitazione lenta per 30 min;
c. per eliminare ogni traccia di ipoclorito di sodio che avrebbe potuto
inibire 'induzione a callo degli scutelli, sono stati eseguiti una serie
di lavaggi in H,O sterile della durata di 15 min ciascuno;
= dopo aver effettuato l'ultimo lavaggio, i semi sono stati asciugati su carta
bibula sterile;
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sulla superficie del substrato per I'induzione a callo (CIM, callus-induction
medium), dispensato nel volume di 25 mL all’interno di piastre Petri (& 90
mm), sono stati posizionati 12 semi per piastra;

le piastre cosi ottenute sono state incubate al buio, a una temperatura di
28°C per 21 giorni; dopo 1 settimana di incubazione si & proceduto
all’eliminazione dell’lendosperma e della radichetta per favorire lo sviluppo
del callo proveniente dallo scutello (lo scutello si riconosce per la sua
massa compatta, parzialmente inclusa nellendosperma di colorazione
gialla);

terminate le 3 settimane di induzione, si € operato il trasferimento del callo
su substrato CIM rinnovato, a cui ha fatto seguito la frammentazione delle
masse callose senza l'utilizzo di bisturi, seguendo le linee di fratturazione
naturalmente presenti sul callo;

la sub-coltura & stata fatta proseguire per altri 10 giorni in modo da

sviluppare il callo embriogenico e renderlo idoneo alla trasformazione.

2.8.2 Co-coltura dei calli con A. tumefaciens

1.

Per ottenere quantita sufficienti di A. tumefaciens per la trasformazione, i
ceppi portanti il plasmide contenente la cassetta di interesse e il gene per
la fosfomannosio isomerasi sono stati incubati per 3 giorni a 30°C in LB-

agar;

. ottenute le colture di agrobatterio, le relative patine di crescita batterica

sono state prelevate e sospese nel mezzo liquido di co-coltivazione
(CCML, co-cultivation medium liquid), fino a ottenere una O.D. 600 di circa
1.0, corrispondente a 3-5-10° cellule/mL;

i calli migliori, cioé quelli con un diametro di circa 2 mm, compatti e dal
colore tendente al bianco, sono stati trasferiti in una piastra Petri
contenente 35 mL di sospensione batterica e lasciati in immersione per 15

min in agitazione;

. si & proseguito quindi allasciugatura del callo utilizzando carta bibula

sterile;
e stato disposto un numero massimo di 20 calli per piastra Petri high-edge
(Sarstedt) contenente il substrato solido per la co-coltura (CCMS, co-
cultivation medium solidified);
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6. i calli sono stati quindi incubati in ambiente buio, a una temperatura di

25°C per 3 giorni.

2.8.3 Selezione dei calli basata su PMI

Dopo aver effettuato la co-coltura dei calli embriogenici di riso assieme
all’agrobatterio, si & proceduto alla selezione dei tessuti trasformati sfruttando il
sistema di selezione positiva basato su PMI (fosfomannosio isomerasi) come
marker selezionabile e mannosio come agente selettivo. Tale metodo prevede
I'impiego di substrati di coltura contenenti concentrazioni crescenti di mannosio e
concentrazioni decrescenti di saccarosio.

La procedura impiegata € stata la seguente:

o trasferimento dei calli provenienti dalla co-coltura con A. tumefaciens
su substrato PSM (pre-selection medium) privo di mannosio e contenente il
3% di saccarosio; incubazione per 1 settimana al buio a una temperatura di
28 °C;

o trasferimento dei calli su substrato di selezione SMI (selection medium

[) contenente 2% saccarosio € 1.5% mannosio e incubazione al buio per 2
settimane a una temperatura di 28 °C;

o trasferimento dei calli su substrato di selezione SMII (selection medium

II) contenente 1% saccarosio € 2% mannosio e incubazione al buio per 2
settimane a una temperatura di 28 °C;

o segue rigenerazione.

2.8.4 Rigenerazione di piantine di riso da calli trasformati

Dopo che il T-DNA portato dall’agrobatterio ha avuto modo di inserirsi in maniera
stabile nel genoma di riso, si € proceduto alla rigenerazione delle piantine
putativamente trasformate: questo processo & avvenuto grazie a un’opportuna
stimolazione ormonale del callo trasformato seguendo la procedura qui riportata:
1. i calli embriogenici di riso selezionati sono stati trasferiti su piastre Petri high-
edge contenenti il substrato per la pre-rigenerazione PRM (pre-regeneration
medium) contenente 0.5% saccarosio e 2.5% mannosio e incubazione al buio
per 2 settimane a una temperatura di 28 °C;

2. dopo il passaggio sul substrato PRM i calli sono stati trasferiti sul substrato per

la rigenerazione RM (regeneration medium), privo di mannosio, nel numero
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massimo di 8-10 unita per piastra Petri high-edge. La crescita delle piantine &
avvenuta in presenza di luce, a 28°C per 3-4 settimane;

3. quando le piantine sono risultate sufficientemente grandi da poter essere
separate dal callo (= 3 cm di altezza), si € proceduto al loro trasferimento in tubi
di coltura contenenti 25 mL del substrato per la radicazione rm (rooting medium);
4. la sub-coltura all’interno dei tubi & proseguita per circa 3 settimane sempre a
28°C alla luce;

5. a conclusione del processo rigenerativo, le piante sono state trasferite in torba
e allevate in serra.

Di seguito si riporta la composizione di ciascun substrato impiegato nel processo
di trasformazione genetica mediato da Agrobacterium tumefaciens e le dosi per

litro dei vari componenti.

Composizione CIM |[CCML |CCMS | PSM | SMI | SMIl | PRM | RM rm

N6 Macroelementi | (mL) 50 50 50 50 50

N6 Macroelementi Il (mL) 50 50 50 50 50

MS FeNaEDTA (mL) 10 10 10 10 10

B5 Vitamine (mL) 10 10 | 10 | 10 | 10

B5 Microelementi (mL) 1 1 1 1 1

Prolina (mg) 500 500 | 500 | 500 | 500

Glutammina (mg) 500 500 | 500 | 500 | 500

CEH (mg) 300 300 | 300 | 300 | 300

MES (mg) 500 500 | 500 | 500 | 500 | 500

RA (mL) 25 25 25

RB (mL) 25 25 25

RC (mL) 25 25 25

Tiamina (mg) 1 1 1 0.1

2,4-D (mg) 2.5 2.5 25 | 25 | 25

Glucosio (g) 10 10

MES (mg) 500 500 | 500

Acetosiringone (mM) 0.1 0.1

Agarosio SPI (g) 7 7 7 7

Phytagel (g) 45 | 45 | 25

Saccarosio (g) 30 30 | 20 | 10 | 5 | 30 | 50

Mannosio (g) 15 | 20 | 25

Cefotaxime (mg) 400 | 400 | 400 | 250 | 50

ABA (mg) 5

BAP (mg) 2 3

NAA (mg) 1 |05

MS Sali (mL) 100

Glicina (mg) 2

Acido nicotinico (mg) 0.5

Piridossina (mg) 05

Inositolo (mg) 100
qb. |gb.ajqgb.a| qgb. | gb. | gb. | gb. | gb. |gb.a

H,O alL| 1L 1L (al1L|a1L|a1L|a1L|jat1L| 1L
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N6 macroelementi Il Dose per1L MS FeNaEDTA Dose per1L
CaCl,2H,0 3.32¢g FeSO,7H,0 2.784 g
Na,EDTA2H,0 3.724 ¢
N6 macroelementi | Dose per1L
KNO, 56.60 g Composizione MS sali | Dose per1L
(NH,)SO, 9.26 g MnSO4H,0 16.9 mg
KH,PO, 8.00 g CuS0,5H,0 0.025 mg
MgS0,7H,0 3.70 g ZnS0,7H,0 8.63 mg
CaCl,2H,0 440 mg
B5 microelementi Dose per 1L KH,PO, 170 mg
MnSO4H,0 10 g Kl 0.83 mg
Kl 0.75g NH,NO, 1.650 g
H3BO; 3g KNO; 19¢g
Zn,7H,0 29 NaMoQ,2H,0 0.25 mg
CuSO, 0,025 g EDTAFeNa 40 mg
Na,Mo0,2H,0 0,25 g H3BO4 6.2 mg
CoCl,6H,0 0,025 g MgS0O,7H,0 370 mg
CaCl,6H,0 0,025 mg
B5 Vitamine Dose per1L
Inositolo 10g Composizione Rg Dose per1L
Tiamina-HCI 19 MgSO,7H,0 109
Acido nicotinico 0149 (NH4)2SO4 13.2¢
Piridossina-HCI 0.1g NaH,PO4H,0O 119
ZnS0O,47H,0 88 mg
Composizione Rp Dose per 1L MnSO,H,0 80 mg
KNO;3 162 g CuS0O,5H,0 8 mg
Composizione R¢ Dose per1L
CaCl,2H,0 69
H3:BO, 114.4 mg
Na,MoO,42H,0 5.2mg
FeSO,7H,0 496 mg
Na,EDTA2H,0 668 mg

2.9 Estrazione di DNA da foglie di riso trasformato con i vettori pTRS_GAA
CC-GluB4 ter _PMI_e pTRS_GAA CC-GluB4 ter _PMI_FXantiFX_

Per estrarre il DNA dalle foglie di riso trasformato con i vettori a due o a tre
cassette portanti la sequenza GAA_CC e il terminatore GluB4 ¢é stato utilizzato il
protocollo di Doyle e Doyle (1997) modificato opportunamente per tenere conto
delle minori quantita di materiale fresco di partenza (< 0.5 g).
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210 Verifica della presenza del gene GAA in piante putativamente
trasformate

Per verificare la presenza del gene GAA nelle piante di riso putativamente
trasformate con i suddetti vettori, il DNA genomico estratto da foglia & stato

sottoposto ad analisi PCR.

2.11 PCR di controllo per saggiare I’amplificabilita del DNA estratto

Per controllare che il DNA estratto fosse effettivamente amplificabile e, dunque,
prevenire errate o dubbie interpretazioni dei risultati ottenuti con PCR, & stata
programmata I'amplificazione di un tratto di DNA presente a livello di cpDNA di
riso.

| primer utilizzati, denominati CPC e CPD, hanno la seguente sequenza
nucleotidica:

CPC: 5-CGAAATCGGTAGACGCTACG-3

CPD: 5-GGGGATAGAGGGACTTGAAC-3’

Ciclo: 95°C per 5’ 40x (95°C per 30", 62°C per 30”, 72°C per 2’), 72°C per 7’.

2.12 PCR per I'amplificazione del gene GAA

Per verificare la presenza del gene codificante la GAA, le piante sono state
saggiate tramite PCR impiegando i seguenti primer:

PRIMER GAA A for: 5-GTCCATCTACTTCTGCGTGC-3

PRIMER GAA A _rev: 5-AGGTAGAAGGGATGGGAGC-3

PRIMER GAA B_for: 5-GTTCCTGCTCAACTCCAATG-3’

PRIMER GAA B_rev: 5-GTTGTGCAGGTTGTAATGGG-3

PRIMER GAA C_for: 5-AGATCCTGCAGTTCAACCTG-3’

PRIMER GAA C_rev: 5-ATGTCCAGCACTTTGGTGTC-3

Ciclo: 95°C per 5’ 40x (95°C per 30", 62°C per 30”, 72°C per 2’), 72°C per 7’.

2.13 PCR per I’'amplificazione del backbone del vettore

Per verificare il corretto inserimento nelle piante trasformate delle sole cassette
geniche di interesse comprese tra RBR e LBR, sono state allestite reazioni di
amplificazione di un tratto del vettore esterno agli stessi. A tale fine & stata
utilizzata la seguente coppia di primer:

LB _5: 5-GTTTTATGTTCAGATAATGCCCGATGAC-3
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KANRF2: 5-CGGCCAGATCGTTATTCAGTAAGTAATC-3

2.14 Analisi sulle progenie di piante GCasi e GAA

I seme di riso prodotto dai trasformati primari & stato analizzato al fine di
identificare le linee aventi il maggior contenuto di enzima ricombinante
nellendosperma. A questo scopo € stato sviluppato un protocollo di selezione
basato sull’estrazione di proteina totali da seme e sulla quantificazione della

proteina di interesse mediante saggio immunologico DAS-ELISA.

2.14.1 Estrazione di proteine totali da semi GAA e GCasi
| semi di riso trasformati sono stati sottoposti a sbramatura e, quando desiderato,
a sbiancatura meccanica con apposita sbiancatrice Satake TO-92 (Satake
Corporation), fornita dal’Ente Nazionale Risi.
Per la quantificazione del contenuto di enzima ricombinante nel’endosperma
tramite analisi DAS-ELISA, le proteine totali sono state estratte da semi non
sbiancati, mentre ai fini della purificazione cromatografica della proteina di
interesse, gli estratti sono stati ottenuti da semi sbiancati.
Per ottenere estratti di proteine totali da saggiare mediante DAS-ELISA & stato
messo a punto un protocollo di estrazione che ha previsto le seguenti fasi:
» Raccolta di 1-2 pannocchie mature da ciascun individuo
» Essiccazione delle pannocchie in locale asciutto e areato per circa 3 giorni
fino al raggiungimento di una umidita relativa del seme pari al 14%
= Campionatura casuale di 40 semi per ciascuna linea
» Sbramatura dei semi con sbramino manuale da tavolo per riso
= Macinazione del campione con macina caffé da tavolo o mulino a sfere da
laboratorio Retsch MM2 a velocita di 30 oscillazioni/min per 2 minuti e
prelievo di 70 mg della farina ottenuta
= Omogeneizzazione in mortaio della farina con 1 mL di oppurtuno tampone
di estrazione scelto in funzione della proteina di interesse da saggiare
= Successiva diluizione con ulteriori 7 mL del medesimo tampone
» Incubazione in agitazione continua secondo le seguenti condizioni:
- 4°C per 1 h nel caso di estratti GCasi
- 15 minuti a RT per i campioni GAA

*= Prelievo di 1 mL e centrifugazione a 20000xg per 40 min a 4°C
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» Recupero della fase liquida contenente le proteine e conservazione a
-20°C.
| tamponi di estrazione sono stati i seguenti:
e Tris-HCI 50 mM, NaCl 0.5 M pH=7.0 per I'estrazione di proteine totali da
semi GCasi
¢ |drogenofosfato disodico 250 mM + NaCl 250 mM pH=7.4 per l'estrazione
di proteine totali da campioni GAA.
Per la produzione di estratti GAA da sottoporre a purificazione, i semi sbiancati
sono stati sfarinati mediante mulino analitico; 100 g di farina sono stati prelevati
ed e seguita omogeneizzazione con tampone di estrazione (PBS 3X + 2 mM
DTT + 10 mM EDTA), utilizzando un rapporto tra volume di tampone (mL) e peso
dei semi (g) pari a 5:1. Dopo incubazione a 4°C per 40’ in agitazione e a RT per
20’, si € eseguita una centrifugazione a 2490 RPM per 20 minuti. Dopo il
recupero del surnatante, al fine di estrarre tutta la proteina di interesse, il pellet
residuo € stato sottoposto a due ulteriori estrazioni utilizzando un rapporto tra
volume di tampone (mL) e peso dei semi (g) pari a 2:1, ed effettuando

un’incubazione per 10’ a RT, seguita da centrifugazione a 2490 RPM per 10’.

2.14.2 Estrazione di proteine totali da singoli semi GCasi

Per una valutazione del contributo offerto dai singoli semi allammontare
complessivo di enzima ricombinante GCasi, i due migliori trasformati primari
GCasi CC-NOS ter PMI_FxAntiFx sono stati sottoposti all’analisi su seme
singolo. A tal fine, sono stati isolati 22 semi i quali sono stati sbramati
manualmente e singolarmente omogeneizzati in mortaio utilizzando un volume di
tampone di estrazione pari a 2 mL. L'omogenato € stato recuperato, lasciato in
incubazione per 1 h a 4°C in agitazione e successivamente centrifugato 20000xg
per 40 min a 4°C. Il surnatante recuperato é stato conservato a -20° C.

Per valutare il contenuto di GCasi, gli estratti proteici ottenuti dai singoli semi
sono stati analizzati in DAS-ELISA, applicando le condizioni descritte nei

paragrafi successivi.

2.14.3 Metodiche comuni di analisi proteica
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Una prima quantificazione del contenuto proteico degli estratti & stata ottenuta
con un saggio biochimico di tipo Bradford, tramite lettura dell’estratto a Abssgs
utilizzando il lettore di piastra Tecan.

Per la determinazione dell’enzima ricombinante di interesse gli estratti proteici

crudi sono stati sottoposti a saggio immunologico DAS-ELISA.

2.14.4 Saggio immunoenzimatico (DAS-ELISA)

Il saggio DAS-ELISA si basa su doppio riconoscimento immunologico. Un
anticorpo specifico per la proteina che si vuole rilevare, chiamato capturing,
viene ancorato al fondo dei pozzetti di una piastra di polistirene (reazione di
coating). Terminata la reazione di coating, ciascun pozzetto viene messo a
contatto con una soluzione di BSA per saturare la residua capacita legante del
polistirene (blocking). Dopo una serie di lavaggi, i campioni che si suppongono
contenere la proteina di interesse vengono seminati nei pozzetti. Dopo
successivi lavaggi, un secondo anticorpo, specifico per la proteina di interesse,
coniugato a una enzima in grado di catalizzare una reazione che permette
rilevare la presenza della proteina, viene dispensato in tutti pozzetti. Dopo i
lavaggi, il complesso capturing-proteina-coniugato viene rilevato tramite contatto
con una soluzione contenente un adeguato substrato cromogenico, come ad es.
il 3,3",5,5 -tetramethylbenzidine (TMB).

Il capturing & stato prodotto dalla purificazione su proteina A dell’antisiero di
coniglio anti-Myozyme® o anti-Cerezyme® a seconda che la proteina di interesse
da rilevare fosse rispettivamente la GAA o la GCasi.

L’anticorpo policlonale anti-GCasi o anti-GAA coniugato alla perossidasi di
rafano (HRP) & stato ottenuto con il kit EZ-link Plus Activated Peroxidase,
prodotto da Pierce.

a) Soluzione di coating:

PBS diluito 1:5, sodio azide 0.01% + anti- Myozyme® o anti- Cerezyme purificato
a una concentrazione finale rispettivamente di circa 4 ng/uL e 2 ng/ uL. Dopo
aver dispensato 100 uL di questa soluzione in ciascun pozzetto, la piastra € stata
incubata O/N a 4°C.

b) Soluzione di blocking:
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PBS + BSA 2.5% + sodio azide 0.01%; 300 uL di questa soluzione sono stati
immessi in ciascun pozzetto e ivi mantenuti per almeno 1 h a RT prima di
procedere al loro lavaggio con tampone PBS + Tween20 0.1%.

c) | campioni (estratti proteici grezzi contenenti GAA, GCasi o frazioni
cromatografiche) sono stati opportunamente diluiti in tampone di diluizione (PBS
+ Tween20 0.1% + BSA 1%). Una volta diluiti, i campioni sono stati seminati nel
volume di 50 uL nei pozzetti e incubati per 30 minuti a 37°C in agitazione.

d) Dopo successivi lavaggi, I'anticorpo anti-Myozyme® o anti-Cerezyme®
coniugato a HRP é stato opportunamente diluito in tampone di diluizione (stesso
tampone utilizzato per i campioni) e seminato (50 uL) nei pozzetti. Dopo 30
minuti di incubazione a 37°C in agitazione, si & proceduto con i lavaggi e con la
rilevazione del segnale.

e) Per lo sviluppo del segnale, & stato utilizzato il substrato TMB,
tetrametilbenzidina (Ultra-TMB, Pierce) (100 yL per pozzetto) e la reazione é
stata bloccata con 100 pL acido cloridrico 1 M, dopo circa 5 minuti di
incubazione. L’assorbanza & stata misurata a 450 nm utilizzando il lettore di
piastra Tecan.

Per calcolare la concentrazione della proteina di interesse nei campioni, in
ciascun saggio € stata costruita una curva di taratura con concentrazioni note di
Myozyme® o Cerezyme®.

Per l'elaborazione dei dati si € proceduto allimmissione dei valori di
assorbanza nel software Curve Fitting Data Analysis (Promega) e
allassegnazione dei valori di concentrazione nota degli standard. | valori di
concentrazione dei campioni ottenuti come output del software utilizzando una
curva lineare a quattro parametri sono stati successivamente elaborati

considerando il fattore di diluizione adottato al fine di ottenere le concentrazioni

reali degli estratti.

2.14.5 Validazione del saggio DAS-ELISA
Allo scopo di verificare la validita del metodo DAS-ELISA utilizzato nella

determinazione del contenuto dell’enzima ricombinante negli estratti proteici
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ottenuti da endosperma di riso in termini di specificita e selettivita, sia per GAA
sia per GCasi, sono stati allestiti tre distinti test ELISA, ciascuno con il medesimo
estratto proteico saggiato a tre diverse diluzioni. A ciascuna diluizione & stato
successivamente aggiunto lo standard (Myozyme o Cerezyme a seconda che la
molecola da quantificare fosse a- o B-glucosidasi) alla concentrazione nota di 0.8
ng/uL. Il metodo DAS-ELISA é stato validato quando i risultati relativi ai campioni
con aggiunta dello standard sono ricaduti allinterno dellintervallo di validita

stabilito, corrispondente a +/- 15% del valore atteso.

2.15 Precipitazione frazionata delle proteine dall’estratto crudo con solfato
d’ammonio

Prima di procedere al primo passaggio cromatografico, sull’estratto grezzo e
stata effettuata una precipitazione frazionata con solfato di ammonio.
Aggiungendo una soluzione satura (NH4).SO,4 goccia a goccia, I'estratto grezzo
e stato portato al 15% di saturazione di solfato di ammonio. La soluzione cosi
ottenuta & stata incubata a 0°C per 45 minuti, sotto agitazione. E seguita una
centrifugazione a 2490 RPM per 20 minuti. Al surnatante recuperato & stato
aggiunto (NH4)2SO4 per arrivare a un livello di saturazione del 50%. In seguito,
esso € stato incubato a 0°C per 1 h e 30 min in agitazione e poi centrifugato a
2490 RPM per 20 min. |l surnatante e stato scartato e il pellet contenente la
proteina di interesse & stato recuperato, asciugato con carta assorbente
Whatman e ridisciolto nel tampone di carico per il primo passaggio

cromatografico.

2.16 Purificazione di GAA

Per la purificazione di GAA & stato messo a punto un protocollo basato su tre step
di purificazione: una prima fase di capturing eseguita mediante cromatografia di
affinita con concanavalina A, una fase intermedia attuata con una cromatografia a
interazioni idrofobiche (HIC) e una fase finale di polishing realizzata mediante gel-
filtrazione (GF). Tutte le cromatografie sono state effettuate con il cromatografo
AKTA Prime (GE Healthcare).

2.16.1 Cromatografia con concanavalina A
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La colonna derivatizzata con concanavalina A (hitrap fast flow 5 mL) & stata
equilibrata con binding buffer composto da Mes-HCI pH 5.4, NaCl 0.5 M, CaCly,
1 mM, MnCl, 1mM. Il pellet ottenuto dalla precipitazione frazionata (cfr. § 2.15) &
stato opportunamente risospeso in binding buffer e caricato in colonna a una
velocita di flusso pari a TmL/min.

Dopo opportuni lavaggi con binding buffer, & stata impostata un’eluizione con
tampone di eluizione (binding buffer + a-D-glucopiranoside 0.25M)

Il flow-through el’eluato sono stati raccolti in frazioni da sottoporre a successive

analisi immunologiche (ELISA).

2.16.2 Cromatografia a interazioni idrofobiche (HIC)

E’ stata utilizzata una colonna preimpaccata Hitrap butyl FF da 1 mL (GE
Healthcare). Inizialmente la colonna €& stata equilibrata con un volume di
tampone di carico (25 mM sodio fosfato, 0.8 M ammonio solfato, pH 6.5). E’
segquito il carico delle frazioni positive derivate da cromatografia IEC portate a 0.8
M di solfato di ammonio. Il carico in colonna é stato eseguito a una velocita di 1
mL/minuto. La colonna €& stata quindi lavata con tampone di carico fino a
ottenere un cromatogramma piatto. L’eluizione & stata eseguita con un gradiente
da 10% a 60% di tampone B (sodio fosfato 15 mM, pH 6.5). Alla fine della
procedura, la colonna & stata lavata con tampone B e rigenerata con 20%

etanolo.

2.16.3 Gel-filtrazione (GF)

E’ stata utilizzata una colonna preimpaccata Sephacryl S-100 16/60 (GE
Healthcare) e un tampone di corsa costituito da 15 mM sodio fosfato, pH 6.5. La
colonna é stata inizialmente equilibrata con il tampone a cui € seguito il carico in
colonna dell’eluato concentrato prodotto mediante cromatografia HIC. L’intera
procedura & stata eseguita a una velocita di flusso pari a 0.5 mL/minuto. Le

frazioni raccolte sono state saggiate in ELISA e SDS-PAGE.

Sez A - RISULTATI PER GAA

82



Tesi di Dottoraro di Serena Versolatto, discussa presso I'Universita degli Studi di Udine

3.1 Riscrittura della sequenza codificante la GAA umana e costruzione del

vettore di espressione

L’analisi della sequenza nativa codificante la GAA umana ha evidenziato una
serie di caratteristiche non favorevoli all’espressione in endosperma di riso. In
particolare, & stato osservato un numero elevato di elementi di disturbo quali
omotetrameri con base C/G, C- e G-runs nonché la presenza di una TATA box

spuria.

CDS della GAA umana (lunghezza di 2859 bp)

ATGGGAGTGAGGCACCCGCCCTGCTCCCACCGGCTCCTGGCCGTCTGCGCCCTCGTGTC
CTTGGCAACCGCTGCACTCCTGGGGCACATCCTACTCCATGATTTCCTGCTGGTTECCC
GAGAGCTGAGTGGCTCCTECCCCAGTCCTGGAGGAGACTCACCCAGCTCACCAGCAGGGA
GCCAGCAGACCAGGGCCCCGGGATGCCCAGGCACACCCLCGGCCGTCCCAGAGCAGTGLC
CACACAGTGCGACGTLCCCCCCCAACAGCCGCTTCGATTGCGECCCTGACAAGGCCATCA
CCCAGGAACAGTGCGAGGCCCGCGGCTGCTGCTACATCCCTGCAAAGCAGGGGCTGCAG
GGAGCCCAGATGGGGCAGCCCTGGTGCTTCTTCCCACCCAGCTACCCCAGCTACAAGCT
GGAGAACCTGAGCTCCTCTGAAATGGGCTACACGGCCACCCTGACCCGTACCALCCLCCCA
CCTTCTTCCCCAAGGACATCCTGACCCTGCGGCTGGACGTGATGATGGAGACTGAGAAC
CGCCTCCACTTCACGATCAAAGATCCAGCTAACAGGCGCTACGAGGTGCCCTTGGAGAL
CCCGCGTGTCCACAGCCGGGCACCGTECCCCACTCTACAGCGTGGAGTTCTCTGAGGAGC
CCTTCGGGGTGATCGTGCGCCGGCAGCTGGACGGCCGCGTGCTGCTGAACACGACGGTG
GCGLCCCTGTTCTTTGCGGACCAGTTCCTTCAGCTGTCCACCTCGCTGCCCTCGCAGTA
TATCACAGGCCTCGCCGAGCACCTCAGTLCCCCTGATGCTCAGCACCAGCTGGACCAGGA
TCACCCTGTGGAACCGGGACCTTGCGCCCACGCCCGGTGCGAACCTCTACGGGTCTCAC
CCTTTCTACCTGGCGCTGGAGGACGGCGGGTCGGCACACGGGGTGTTCCTGCTAAACAG
CAATGCCATGGATGTGGTCCTGCAGCCGAGCCCTGCCCTTAGCTGGAGGTCGACAGGTG
GGATCCTGGATGTCTACATCTTCCTGGGCCCAGAGCCCAAGAGCGTGGTGCAGCAGTAC
CTGGACGTTGTGGGATACCCGTTCATGCCGCCATACTGGGGCCTGGGCTTCCACCTGTG
CCGCTGGGGCTACTCCTCCACCGCTATCACCCGCCAGGTGGTGGAGAACATGACCAGGG
CCCACTTCCCCCTGGACGTCCAATGGAACGACCTGGACTACATGGACTCCCGGAGGGAC
TTCACGTTCAACAAGGATGGCTTCCGGGACTTCCCGGCCATGGTGCAGGAGCTGCACCA
GGGCGGCCGGCGCTACATGATGATCGTGGATCCTGCCATCAGCAGCTCGGGCCCTGCCG
GGAGCTACAGGCCCTACGACGAGGGTCTGCGGAGGGGGGTTTTCATCACCAACGAGALCC
GGCCAGCCGCTGATTGGGAAGGTATGGCCCGGGTCCACTGCCTTCCCCGACTTCACCAA
CCCCACAGCCCTGGCCTGGTGGGAGGACATGGTGGCTGAGTTCCATGACCAGGTGCCCT
TCGACGGCATGTGGATTGACATGAACGAGCCTTCCAACTTCATCAGGGGCTCTGAGGAC
GGCTGCCCCAACAATGAGCTGGAGAACCCACCCTACGTGCCTGGGGTGGTTGGGGGGAC
CCTCCAGGCGGCCACCATCTGTGCCTCCAGCCACCAGTTTCTCTCCACACACTACAACC
TGCACAACCTCTACGGCCTGACCGAAGCCATCGCCTCCCACAGGGCGCTGGTGAAGGCT
CGGGGGACACGCCCATTTGTGATCTCCCGCTCGACCTTTGCTGGCCACGGCCGATACGC
CGGCCACTGGACGGGGGACGTGTGGAGCTCCTGGGAGCAGCTCGCCTCCTCCGTGCCAG
AAATCCTGCAGTTTAACCTGCTGGGGGTGCCTCTGGTCGGGGCCGACGTCTGCGGCTTC
CTGGGCAACACCTCAGAGGAGCTGTGTGTGCGCTGGACCCAGCTGGGGGCCTTCTACCC
CTTCATGCGGAACCACAACAGCCTGCTCAGTCTGLCCCAGGAGCCGTACAGCTTCAGCG
AGCCGGCCCAGCAGGCCATGAGGAAGGCCCTCACCCTGCGCTACGCACTCCTLEECCCAC
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CTCTACACGCTGTTCCACCAGGCCCACGTCGCGGGGGAGACCGTGGCCCGGLLCECTCTT
CCTGGAGTTCCCCAAGGACTCTAGCACCTGGACTGTGGACCACCAGCTCCTGTGGGGGE
AGGCCCTGCTCATCACCCCAGTGCTCCAGGCCGGGAAGGCCGAAGTGACTGGCTACTTL
CCCTTGGGCACATGGTACGACCTGCAGACGGTGCCAATAGAGGCCCTTGGCAGCCTCCC
ACCCCCACCTGCAGCTELCCCGTGAGCCAGCCATCCACAGCGAGGGGCAGTGGGTGACGC
TGCCGGLCCCCCTGGACACCATCAACGTCCACCTCCGGGCTGGGTACATCATECCCCCTG
CAGGGCCCTGGCCTCACAACCACAGAGTCCCGCCAGCAGCCCATGGCCCTGGCTGTGGC
CCTGACCAAGGGTGGAGAGGCCCGAGGGGAGCTGTTCTGGGACGATGGAGAGAGCCTGG
AAGTGCTGGAGCGAGGGGCCTACACACAGGTCATCTTCCTGGCCAGGAATAACACGATC
GTGAATGAGCTGGTACGTGTGACCAGTGAGGGAGCTGGCCTGCAGCTGCAGAAGGTGAC
TGTCCTGGGCGTGGCCACGGCGLLCCCAGCAGGTCCTCTCCAACGGTGTCCCTGTCTCCA
ACTTCACCTACAGECCCCGACACCAAGGTCCTGGACATCTGTGTCTCGCTGTTGATGGGA
GAGCAGTTTCTCGTCAGCTGGTGTTAG

Traduzione:

MGVRHPPCSHRLLAVCALVSLATAALLGHILLHDFLLVPRELSGSSPVLEETHPAHQOG
ASRPGPRDAQAHPGRPRAVPTQCDVPPNSREDCAPDKATTQEQCEARGCCYIPAKQGLQ
GAQMGOPWCFFPPSYPSYKLENLSSSEMGYTATLTRTTPTFFPKDILTLRLDVMMETEN
RLHFTIKDPANRRYEVPLETPRVHSRAPSPLYSVEFSEEPFGVIVRRQLDGRVLLNTTV
APLFFADQFLOLSTSLPSQYITGLAEHLSPLMLSTSWTRITLWNRDLAPTPGANLYGSH
PFYLALEDGGSAHGVFLLNSNAMDVVLOPSPALSWRSTGGILDVYIFLGPEPKSVVQQY
LDVVGYPFMPPYWGLGFHLCRWGYSSTAITRQVVENMTRAHFPLDVOQWNDLDYMDSRRD
FTEFNKDGFRDFPAMVQELHQGGRRYMMIVDPAISSSGPAGSYRPYDEGLRRGVEFITNET
GOPLIGKVWPGSTAFPDFTNPTALAWWEDMVAEFHDQVPFDGMWIDMNEPSNEFIRGSED
GCPNNELENPPYVPGVVGGTLOQAATICASSHQFLSTHYNLHNLYGLTEATASHRALVKA
RGTRPEVISRSTFAGHGRYAGHWTGDVWSSWEQLASSVPEILQFNLLGVPLVGADVCGE
LGNTSEELCVRWTQLGAFYPFMRNHNSLLSLPQEPYSFSEPAQOQAMRKALTLRYALLPH
LYTLFHQAHVAGETVARPLFLEFPKDSSTWTVDHQLLWGEALLITPVLOAGKAEVTGYF
PLGTWYDLOTVPIEALGSLPPPPAAPREPATHSEGOWVITLPAPLDTINVHLRAGYIIPL
QGPGLTTTESRQOPMALAVALTKGGEARGELFWDDGESLEVLERGAYTQVIFLARNNT I
VNELVRVTSEGAGLOLOKVTVLGVATAPQOVLSNGVPVSNEFTYSPDTKVLDICVSLLMG
EQFLVSWC

La CDS nativa della GAA umana ¢é stata inoltre analizzata con l'ausilio di tre
diversi software disponibili in rete (NetGene, GenScan e GeneSplicer) per
I'identificazione di sequenze che potevano rappresentare siti criptici di splicing

intronico. Qui di seguito vengono riportati i risultati ottenuti con i tre programmi.

1. Analisi con NetGene, selezionando come organismo modello Arabidopsis

thaliana: il programma non ha individuato alcun introne criptico:

The sequence: GAA has the following composition:

Length: 2859 nucleotides.
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17.8% A, 35.0% C, 29.6% G, 17.6% T, 0.0% X, 64.6%
G+C

Donor splice sites, direct strand

No donor site predictions above threshold.

Donor splice sites, complement strand

No donor site predictions above threshold.

Acceptor splice sites, direct strand

No acceptor site predictions above threshold.

Acceptor splice sites, complement strand

No acceptor site predictions above threshold.

Branch points, direct strand

No branch point predictions above threshold.

Branch points, complement strand

No branch point predictions above threshold.

2. Analisi con GenScan, selezionando come organismo modello A. thaliana:

il programma non ha identificato siti criptici di splicing:

Predicted genes/exons:

1.01 Sngl + 1 28592859 0 0 58 42 4156 0.990 399.89

3. Analisi con GeneSplicer selezionando come organismo modello O. sativa:

il programma ha previsto un possibile introne criptico:

Your sequence has 2859 bp.
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Organism : O. sativa (Rice)

acc_Sensitivity (%):98 acc_threshold :-0.221536
don_Sensitivity (%):98 don_threshold :0.811606
Da=60, Dd=60

End5| End3| Score | Confidence|Splice_site_type|
------- o Il ] ]
1438| 1439| 1.641898| Medium | donor |
1579| 1580| 2.225420| Medium | acceptor [

GeneSplicer € l'unico software che permette di selezionare O. sativa come
organismo modello; poiché il meccanismo di splicing intronico presenta una
variabilita significativa fra le specie (Wang e Brendel, 2006), I'analisi con tale
programma deve essere ritenuta maggiormente affidabile.

Considerati i risultati ottenuti si & deciso di procedere alla riscrittura della CDS
applicando le regole del codon context messe a punto dal nostro gruppo di
ricerca al fine di ovviare ai problemi appena descritti e migliorare I'espressione

endosperma-specifica.

Prima bozza della CDS di GAA (lunghezza di 2859 bp)

ATGGGCGTGCGGCACCCTCCCTGCTCCCACCGGCTGCTGGCCGTGTGCGCGCTGGTGTC
CCTCGCCACCGCCGCGCTGCTGGGCCACATCCTGCTGCATGACTTCCTGCTGGTGCCTC
GGGAGCTGTCCGGCTCCTLECCCGGTGCTGGAGGAGACCCACCCGGCGCACCAGCAGGGC
GCGTCCCGGCCGGGCCCTCGGGATGCGCAGGCGCACCCGGGCCGGCCTCGGGLCCGTGLC
CACCCAGTGCGATGTGCCTCCCAACTCCCGGTTCGACTGCGCGCCGGACAAAGCCATCA
CCCAGGAGCAGTGCGAGGCGCGGGGCTGCTGCTACATCCCGGCCAAGCAGGGCCTGCAG
GGCGCGCAGATGGGCCAGCCCTGGTGCTTCTTCCCTCCCTCCTACCCCTCCTACAAGCT
GGAGAACCTGTCCTCCTCCGAGATGGGCTACACCGCCACCCTCACCCGGACCACCCCCA
CCTTCTTCCCCAAAGACATCCTCACCCTGCGGCTGGATGTGATGATGGAGACCGAGAAC
CGGCTGCATTTCACCATCAAAGACCCGGCCAACCGGCGGTATGAGGTGCCTCTGGAGAL
CCCTCGGGTGCATTCCCGGGCGCCCTECCCTCTGTACTCCGTTGAGTTCTCCGAGGAGC
CCTTCGGCGTGATTGTGCGGCGGCAGCTGGATGGCCGGGTGCTGCTCAACACCACCGTT
GCGCCTCTGTTCTTCGCCGACCAGTTCCTGCAGCTGTCCACCTCCCTGCCCTCCCAGTA
CATCACCGGCCTGGCCGAGCACCTGTLCCCTCTCATGCTGTCCACCTCCTGGACCCGGA
TCACCCTGTGGAACCGGGACCTGGCGCCCACCCEGGGCGCCAACCTGTATGGCTCCCAL
CCCTTCTACCTGGCGCTGGAGGATGGCGGCTCCGCGCATGGCGTGTTCCTGCTCAACTC
CAATGCCATGGATGTTGTGCTGCAGCCCTCCCCGGCGCTGTCCTGGCGGTCCACCGGCG
GCATCCTGGATGTGTACATCTTCCTGGGCCCGGAGCCGAAGTCCGTTGTGCAGCAGTAC
CTGGATGTTGTTGGCTACCCCTTCATGCCTCCCTACTGGGGCCTGGGCTTCCACCTGTG
CCGGTGGGGCTACTCCTCCACCGCCATCACCCGGCAGGTTGTTGAGAACATGACCCGGG
CGCATTTCCCTCTGGATGTGCAGTGGAATGACCTGGACTACATGGACTCCCGGCGGGAC
TTCACCTTCAACAAAGATGGCTTCCGGGACTTCCCGGCCATGGTGCAGGAGCTGCACCA
GGGCGGCCGGCGGTACATGATGATTGTTGACCCGGCCATCTCCTCCTCCGGCCCGGLCG
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GCTCCTACCGGCCCTATGATGAGGGCCTGCGGCGGGGCGTGTTCATCACCAATGAGACC
GGCCAGLCCCCTCATTGGCAAAGTGTGGCCGGGCTCCACCGCGTTCCCGGACTTCACCAA
CCCCACCGCGCTGGCGTGGTGGGAGGACATGGTTGCCGAGTTCCATGACCAGGTGCCCT
TCGATGGCATGTGGATTGACATGAATGAGCCCTCCAACTTCATCCGGGGCTCCGAGGAT
GGCTGCCCCAACAATGAGCTGGAGAACCCTCCCTATGTGCCGGGCGTTGTTGGCGGCAC
CCTGCAGGCCGCCACCATCTGCGCGTCCTCCCACCAGTTCCTGTCCACCCATTACAACC
TGCACAACCTGTATGGCCTCACCGAGGCCATTGCGTCCCACCGGGCGCTGGTGAAAGCG
CGGGGCACCCGGCCCTTCGTGATCTCCCGGTCCACCTTCGCCGGCCATGGCCGGTATGC
CGGCCATTGGACCGGCGATGTGTGGTCCTCCTGGGAGCAGCTGGCGTCCTCCGTGCCGG
AGATCCTGCAGTTCAACCTGCTGGGCGTGCCTCTGGTTGGCGCCGATGTGTGCGGCTTC
CTGGGCAACACCTCCGAGGAGCTGTGCGTGCGGTGGACCCAGCTGGGCGCGTTCTACCC
CTTCATGCGGAACCACAACTCCCTGCTGTCCCTGCCTCAGGAGCCCTACTCCTTCTCCG
AGCCGGCGCAGCAGGCCATGCGGAAGGCGCTCACCCTGCGGTACGCGCTGCTGCCTCAC
CTGTACACCCTGTTCCACCAGGCGCATGTTGCCGGCGAGACCGTTGCGCGGCCTCTGTT
CCTGGAGTTCCCCAAAGACTCCTCCACCTGGACCGTTGACCACCAGCTGCTGTGGGGCG
AGGCGCTGCTCATCACCCCGGTGCTGCAGGCCGGCAAAGCCGAGGTGACCGGCTACTTC
CCTCTGGGCACCTGGTATGACCTGCAGACCGTGCCCATTGAGGCGCTGGGCTCCCTGCC
TCCTCCTCCGGCCGCGCCTCGGGAGCCGGCCATCCATTCCGAGGGCCAGTGGGTGACCC
TGCCGGCGCCTCTGGACACCATCAATGTGCACCTGCGGGCCGGCTACATCATCCCTCTG
CAGGGCCCGGGCCTCACCACCACCGAGTCCCGGCAGCAGCCCATGGCGCTGGCCGTTGC
GCTCACCAAAGGCGGCGAGGCGCGGGGCGAGCTGTTCTGGGATGATGGCGAGTCCCTGG
AGGTGCTGGAGCGGGGCGCGTACACCCAGGTGATCTTCCTGGCGCGGAACAACACCATT
GTGAATGAGCTGGTCCGGGTGACCTCCGAGGGCGCCGGCCTGCAGCTGCAGAAAGTGAC
CGTGCTGGGCGTTGCCACCGCGCCTCAGCAGGTGCTGTCCAATGGCGTGCCGGTGTCCA
ACTTCACCTACTCCCCGGACACCAAAGTGCTGGACATCTGCGTGTCCCTGCTCATGGGC
GAGCAGTTCCTGGTGTCCTGGTGCTAG

Successivamente, la sequenza é stata sottoposta a un’ulteriore modifica con
eliminazione degli omotetrameri attraverso l'impiego di codoni scelti ancora in

base al contesto codonico risultante.

Seconda bozza della CDS di GAA:

ATGGGCGTGCGGCACCCTCCCTGCTCCCACCGGCTGCTGGCCGTGTGCGCGCTGGTGTC
CCTCGCCACCGCCGCGCTGCTGGGCCACATCCTGCTGCATGACTTCCTGCTGGTGCCTC
GGGAGCTGTCCGGCTCCAGCCCGGTGCTGGAGGAGACCCACCCGGCGCACCAGCAGGGL
GCGTCCCGGCCGGGCCCTCGGGATGCGCAGGCGCACCCGGGCCGGCCTCGGGLCCGETGLC
CACCCAGTGCGATGTGCCTCCCAACTCCCGGTTCGACTGCGCGCCGGACAAAGCCATCA
CCCAGGAGCAGTGCGAGGCGCGTGGCTGCTGCTACATCCCGGCCAAGCAGGGCCTGCAG
GGCGCGCAGATGGGCCAGCCCTGGTGCTTCTTCCCTCCCTCCTATCCCTCCTACAAGCT
GGAGAACCTGTCCTCCTCCGAGATGGGCTACACCGCCACCCTCACCCGGACCALCGCCCA
CCTTCTTTCCCAAAGACATCCTCACCCTGCGGCTGGATGTGATGATGGAGACCGAGAAC
CGGCTGCATTTCACCATCAAAGACCCGGCCAACCGGCGGTATGAGGTGCCTCTGGAGAC
GCCTCGGGTGCATTCCCGGGCGCCCAGCCCTCTGTACTCCGTTGAGTTCTCCGAGGAGC
CCTTCGGCGTGATTGTGCGGCGGCAGCTGGATGGCCGGGTGCTGCTCAACACCACCGTT
GCGCCTCTGTTCTTCGCCGACCAGTTCCTGCAGCTGTCCACCTCCCTGCCCTCCCAGTA
CATCACCGGCCTGGCCGAGCACCTGAGCCCTCTCATGCTGTCCACCTCCTGGACCCGGA
TCACCCTGTGGAACCGGGACCTGGCGCCCACGCCGGGCGCCAACCTGTATGGCTCCCAT
CCCTTCTACCTGGCGCTGGAGGATGGCGGCTCCGCGCATGGCGTGTTCCTGCTCAACTC
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CAATGCCATGGATGTTGTGCTGCAGCCCAGCCCGGCGCTGTCCTGGCGGTCCACCGGLCG
GCATCCTGGATGTGTACATCTTCCTGGGCCCGGAGCCGAAGTCCGTTGTGCAGCAGTAC
CTGGATGTTGTTGGCTATCCCTTCATGCCTCCCTACTGGGGCCTGGGCTTCCACCTGTG
CCGGTGGGGCTACTCCTCCACCGCCATCACCCGGCAGGTTGTTGAGAACATGACCCGGG
CGCATTTCCCTCTGGATGTGCAGTGGAATGACCTGGACTACATGGACTCCCGGCGGGAC
TTCACCTTCAACAAAGATGGCTTCCGGGACTTCCCGGCCATGGTGCAGGAGCTGCACCA
GGGCGGCCGGCGGTACATGATGATTGTTGACCCGGCCATCTCCTCCTCCGGCCCGGCCG
GCTCCTACCGGCCCTATGATGAGGGCCTGCGGCGTGGCGTGTTCATCACCAATGAGACC
GGCCAGCCTCTCATTGGCAAAGTGTGGCCGGGCTCCACCGCGTTCCCGGACTTCACCAA
TCCCACCGCGCTGGCGTGGTGGGAGGACATGGTTGCCGAGTTCCATGACCAGGTGCCCT
TCGATGGCATGTGGATTGACATGAATGAGCCCTCCAACTTCATCCGTGGCTCCGAGGAT
GGCTGTCCCAACAATGAGCTGGAGAACCCTCCCTATGTGCCGGGCGTTGTTGGCGGCAC
CCTGCAGGCCGCCACCATCTGCGCGTCCTCCCACCAGTTCCTGTCCACCCATTACAACC
TGCACAACCTGTATGGCCTCACCGAGGCCATTGCGTCCCACCGGGCGCTGGTGAAAGCG
CGTGGCACCCGGCCCTTCGTGATCTCCCGGTCCACCTTCGCCGGCCATGGCCGGTATGC
CGGCCATTGGACCGGCGATGTGTGGTCCTCCTGGGAGCAGCTGGCGTCCTCCGTGCCGG
AGATCCTGCAGTTCAACCTGCTGGGCGTGCCTCTGGTTGGCGCCGATGTGTGCGGCTTC
CTGGGCAACACCTCCGAGGAGCTGTGCGTGCGGTGGACCCAGCTGGGCGCGTTCTATCC
CTTCATGCGGAACCACAACTCCCTGCTGTCCCTGCCTCAGGAGCCCTACTCCTTCTCCG
AGCCGGCGCAGCAGGCCATGCGGAAGGCGCTCACCCTGCGGTACGCGCTGCTGCCTCAC
CTGTACACCCTGTTCCACCAGGCGCATGTTGCCGGCGAGACCGTTGCGCGGCCTCTGTT
CCTGGAGTTTCCCAAAGACTCCTCCACCTGGACCGTTGACCACCAGCTGCTGTGGGGCG
AGGCGCTGCTCATCACGCCGGTGCTGCAGGCCGGCAAAGCCGAGGTGACCGGCTACTTC
CCTCTGGGCACCTGGTATGACCTGCAGACCGTGCCCATTGAGGCGCTGGGCTCCCTGCC
TCCTCCTCCGGCCGCGCCTCGGGAGCCGGCCATCCATTCCGAGGGCCAGTGGGTGACCC
TGCCGGCGCCTCTGGACACCATCAATGTGCACCTGCGGGCCGGCTACATCATCCCTCTG
CAGGGCCCGGGCCTCACCACCACCGAGTCCCGGCAGCAGCCCATGGCGCTGGCCGTTGC
GCTCACCAAAGGCGGCGAGGCGCGTGGCGAGCTGTTCTGGGATGATGGCGAGTCCCTGG
AGGTGCTGGAGCGTGGCGCGTACACCCAGGTGATCTTCCTGGCGCGGAACAACACCATT
GTGAATGAGCTGGTCCGGGTGACCTCCGAGGGCGCCGGCCTGCAGCTGCAGAAAGTGAC
CGTGCTGGGCGTTGCCACCGCGCCTCAGCAGGTGCTGTCCAATGGCGTGCCGGTGTCCA
ACTTCACCTACAGCCCGGACACCAAAGTGCTGGACATCTGCGTGTCCCTGCTCATGGGC
GAGCAGTTCCTGGTGTCCTGGTGCTAG

Va rilevato che i tre omotetrameri GGGG evidenziati in giallo sono ineliminabili
poiché si formano dall’unione del codone codificante 'amminoacido triptofano
(TGG) con la radice codonica corrispondente allamminoacido glicina (GGC).

Per favorire I'espressione in riso, la sequenza codificante il peptide segnale (PS)
umano nativo di GAA é stata sostituita con quella relativa al peptide navetta della
glutelina 4 di riso (PS Glub4), anch’essa riscritta secondo il metodo del codone

contesto.

PS nativo (81 bp)

ATGGGAGTGAGGCACCCGCCCTGCTCCCACCGGCTCCTGGCCGTCTGCGCCCTCGTGTC
CTTGGCAACCGCTGCACTCCTG
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PS GluB4 ottimizzato per riso (72 bp)

ATGGCCACCATTGCGTTCTCCCGGCTGTCCATCTACTTCTGCGTGCTGCTGCTGTGCCA
CGGCTCCATGGCC

Terza bozza della CDS di GAA ottimizzata per I'espressione in endosperma di
riso (in blu la sequenza relativa a PS Glub4) (lunghezza 2850 bp):

ATGGCCACCATTGCGTTCTCCCGGCTGTCCATCTACTTCTGCGTGCTGCTGCTGTGCCA
CGGCTCCATGGCCGGCCACATCCTGCTGCATGACTTCCTGCTGGTGCCTCGGGAGCTGT
CCGGCTCCAGCCCGGTGCTGGAGGAGACCCACCCGGCGCACCAGCAGGGLCGLGTLCCCGE
CCGGGCCCTCGGGATGCGCAGGCGCACCCGGGCCGGCCTCGGGCCGTGCCCACCCAGTG
CGATGTGCCTCCCAACTCCCGGTTCGACTGCGCGCCGGACAAAGCCATCACCCAGGAGC
AGTGCGAGGCGCGTGGCTGCTGCTACATCCCGGCCAAGCAGGGCCTGCAGGGCGCGCAG
ATGGGCCAGCCCTGGTGCTTCTTCCCTCCCTCCTATCCCTCCTACAAGCTGGAGAACCT
GTCCTCCTCCGAGATGGGCTACACCGCCACCCTCACCCGGACCACGCCCACCTTCTTTC
CCAAAGACATCCTCACCCTGCGGCTGGATGTGATGATGGAGACCGAGAACCGGCTGCAT
TTCACCATCAAAGACCCGGCCAACCGGCGGTATGAGGTGCCTCTGGAGACGCCTCGGGT
GCATTCCCGGGCGCCCAGCCCTCTGTACTCCGTTGAGTTCTCCGAGGAGCCCTTCGGCG
TGATTGTGCGGCGGCAGCTGGATGGCCGGGTGCTGCTCAACACCACCGTTGCGCCTCTG
TTCTTCGCCGACCAGTTCCTGCAGCTGTCCACCTCCCTGCCCTCCCAGTACATCACCGG
CCTGGCCGAGCACCTGAGCCCTCTCATGCTGTCCACCTCCTGGACCCGGATCACCCTGT
GGAACCGGGACCTGGCGCCCACGCCGGGCGCCAACCTGTATGGCTCCCATCCCTTCTAC
CTGGCGCTGGAGGATGGCGGCTCCGCGCATGGCGTGTTCCTGCTCAACTCCAATGCCAT
GGATGTTGTGCTGCAGCCCAGCCCGGCGCTGTCCTGGCGGTCCACCGGCGGCATCCTGG
ATGTGTACATCTTCCTGGGCCCGGAGCCGAAGTCCGTTGTGCAGCAGTACCTGGATGTT
GTTGGCTATCCCTTCATGCCTCCCTACTGGGGCCTGGGCTTCCACCTGTGCCGGTGGGG
CTACTCCTCCACCGCCATCACCCGGCAGGTTGTTGAGAACATGACCCGGGCGCATTTCC
CTCTGGATGTGCAGTGGAATGACCTGGACTACATGGACTCCCGGCGGGACTTCACCTTC
AACAAAGATGGCTTCCGGGACTTCCCGGCCATGGTGCAGGAGCTGCACCAGGGCGGCCG
GCGGTACATGATGATTGTTGACCCGGCCATCTCCTCCTCCGGCCCGGCCGGCTCCTACC
GGCCCTATGATGAGGGCCTGCGGCGTGGCGTGTTCATCACCAATGAGACCGGCCAGCCT
CTCATTGGCAAAGTGTGGCCGGGCTCCACCGCGTTCCCGGACTTCACCAATCCCACCGC
GCTGGCGTGGTGGGAGGACATGGTTGCCGAGTTCCATGACCAGGTGCCCTTCGATGGCA
TGTGGATTGACATGAATGAGCCCTCCAACTTCATCCGTGGCTCCGAGGATGGCTGTCCC
AACAATGAGCTGGAGAACCCTCCCTATGTGCCGGGCGTTGTTGGCGGCACCCTGCAGGC
CGCCACCATCTGCGCGTCCTCCCACCAGTTCCTGTCCACCCATTACAACCTGCACAACC
TGTATGGCCTCACCGAGGCCATTGCGTCCCACCGGGCGCTGGTGAAAGCGCGTGGCACC
CGGCCCTTCGTGATCTCCCGGTCCACCTTCGCCGGCCATGGCCGGTATGCCGGCCATTG
GACCGGCGATGTGTGGTCCTCCTGGGAGCAGCTGGCGTCCTCCGTGCCGGAGATCCTGC
AGTTCAACCTGCTGGGCGTGCCTCTGGTTGGCGCCGATGTGTGCGGCTTCCTGGGCAAC
ACCTCCGAGGAGCTGTGCGTGCGGTGGACCCAGCTGGGCGCGTTCTATCCCTTCATGCG
GAACCACAACTCCCTGCTGTCCCTGCCTCAGGAGCCCTACTCCTTCTCCGAGCCGGLCGC
AGCAGGCCATGCGGAAGGCGCTCACCCTGCGGTACGCGCTGCTGCCTCACCTGTACACC
CTGTTCCACCAGGCGCATGTTGCCGGCGAGACCGTTGCGCGGCCTCTGTTCCTGGAGTT
TCCCAAAGACTCCTCCACCTGGACCGTTGACCACCAGCTGCTGTGGGGCGAGGCGCTGC
TCATCACGCCGGTGCTGCAGGCCGGCAAAGCCGAGGTGACCGGCTACTTCCCTCTGGGC
ACCTGGTATGACCTGCAGACCGTGCCCATTGAGGCGCTGGGCTCCCTGCCTCCTCCTCC
GGCCGCGCCTCGGGAGCCGGCCATCCATTCCGAGGGCCAGTGGGTGACCCTGCCGGLGL
CTCTGGACACCATCAATGTGCACCTGCGGGCCGGCTACATCATCCCTCTGCAGGGCCCG
GGCCTCACCACCACCGAGTCCCGGCAGCAGCCCATGGCGCTGGCCGTTGCGCTCACCAA
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AGGCGGCGAGGCGCGTGGCGAGCTGTTCTGGGATGATGGCGAGTCCCTGGAGGTGCTGG
AGCGTGGCGCGTACACCCAGGTGATCTTCCTGGCGCGGAACAACACCATTGTGAATGAG
CTGGTCCGGGTGACCTCCGAGGGCGCCGGCCTGCAGCTGCAGAAAGTGACCGTGCTGGG
CGTTGCCACCGCGCCTCAGCAGGTGCTGTCCAATGGCGTGCCGGTGTCCAACTTCACCT
ACAGCCCGGACACCAAAGTGCTGGACATCTGCGTGTCCCTGCTCATGGGCGAGCAGTTC
CTGGTGTCCTGGTGCTAG

Traduzione:

MATIAFSRLSIYFCVLLLCHGSMAGHILLHDFLLVPRELSGSSPVLEETHPAHQQOGASR
PGPRDAQAHPGRPRAVPTQCDVPPNSRFDCAPDKAITQEQCEARGCCYIPAKQGLQOGAQ
MGOPWCFFPPSYPSYKLENLSSSEMGYTATLTRTTPTFFPKDILTLRLDVMMETENRLH
FTIKDPANRRYEVPLETPRVHSRAPSPLYSVEFSEEPFGVIVRROLDGRVLLNTTVAPL
FFADQFLOLSTSLPSQYITGLAEHLSPLMLSTSWTRITLWNRDLAPTPGANLYGSHPFEY
LALEDGGSAHGVFLLNSNAMDVVLQPSPALSWRSTGGILDVYIFLGPEPKSVVQQYLDV
VGYPFMPPYWGLGFHLCRWGYSSTAITRQVVENMTRAHFPLDVOWNDLDYMDSRRDFETF
NKDGFRDFPAMVQELHQGGRRYMMIVDPATISSSGPAGSYRPYDEGLRRGVEFITNETGQP
LIGKVWPGSTAFPDEFTNPTALAWWEDMVAEFHDOQVPEDGMWIDMNEPSNEFTIRGSEDGCP
NNELENPPYVPGVVGGTLQAATICASSHQFLSTHYNLHNLYGLTEATASHRALVKARGT
RPEFVISRSTFAGHGRYAGHWTGDVWSSWEQLASSVPEILQFNLLGVPLVGADVCGELGN
TSEELCVRWTQLGAFYPFMRNHNSLLSLPQEPYSEFSEPAQOAMRKALTLRYALLPHLYT
LFHQAHVAGETVARPLFLEFPKDSSTWTVDHQLLWGEALLITPVLQAGKAEVTGYFPLG
TWYDLOTVPIEALGSLPPPPAAPREPATHSEGOWVTLPAPLDTINVHLRAGYITPLQGP
GLTTTESRQQPMALAVALTKGGEARGELEFWDDGESLEVLERGAYTQVIFLARNNTIVNE
LVRVTSEGAGLOQLOKVTVLGVATAPQOVLSNGVPVSNFTYSPDTKVLDICVSLLMGEQF
LVSWC

La sequenza riscritta e modificata come descritto € stata sottoposta ad analisi
con uno specifico software (Webcutter), capace di creare siti di restrizione
attraverso mutazioni puntiformi sinonime. E stato cosi possibile inserire due siti di
restrizione in corrispondenza del termine del primo e secondo terzo della CDS:

1. BamH | (G/GATCC) (904-909 bp);

2. Kpn | (GGTACI/C) (1872-1877 bp).

Sono stati inoltre introdotti due ulteriori siti di restrizione utili alla sub-clonazione
del gene nel vettore di espressione binario. Tali siti sono rappresentati da Xba |
(T/ICTAGA) al terminale 5’ della CDS e Sac | (GAGCT/C) al terminale 3’ della

stessa.

Versione finale della CDS di GAA:

TCTAGAATGGCCACCATTGCGTTCTCCCGGCTGTCCATCTACTTCTGCGTGCTGCTGCT
GTGCCACGGCTCCATGGCCGGCCACATCCTGCTGCATGACTTCCTGCTGGTGCCTCGGG
AGCTGTCCGGCTCCAGCCCGGTGCTGGAGGAGACCCACCCGGCGCACCAGCAGGGLGLG
TCCCGGCCGGGCCCTCGGGATGCGCAGGCGCACCCGGGCCGGCCTCGGGCCGETGCCCAC
CCAGTGCGATGTGCCTCCCAACTCCCGGTTCGACTGCGCGCCGGACAAAGCCATCACCC
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AGGAGCAGTGCGAGGCGCGTGGCTGCTGCTACATCCCGGCCAAGCAGGGCCTGCAGGGC
GCGCAGATGGGCCAGCCCTGGTGCTTCTTCCCTCCCTCCTATCCCTCCTACAAGCTGGA
GAACCTGTCCTCCTCCGAGATGGGCTACACCGCCACCCTCACCCGGACCACGCCCACCT
TCTTTCCCAAAGACATCCTCACCCTGCGGCTGGATGTGATGATGGAGACCGAGAACCGG
CTGCATTTCACCATCAAAGACCCGGCCAACCGGCGGTATGAGGTGCCTCTGGAGACGCC
TCGGGTGCATTCCCGGGCGCCCAGCCCTCTGTACTCCGTTGAGTTCTCCGAGGAGCCCT
TCGGCGTGATTGTGCGGCGGCAGCTGGATGGCCGGGTGCTGCTCAACACCACCGTTGCG
CCTCTGTTCTTCGCCGACCAGTTCCTGCAGCTGTCCACCTCCCTGCCCTCCCAGTACAT
CACCGGCCTGGCCGAGCACCTGAGCCCTCTCATGCTGTCCACCTCCTGGACCCGGATCA
CCCTGTGGAACCGGGACCTGGCGCCCACGCCGGGCGCCAACCTGTATGGCTCCCATCCC
TTCTACCTGGCGCTGGAGGATGG M GCGCATGGCGTGTTCCTGCTCAACTCCAA
TGCCATGGATGTTGTGCTGCAGCCCAGCCCGGCGCTGTCCTGGCGGTCCACCGGCGGCA
TCCTGGATGTGTACATCTTCCTGGGCCCGGAGCCGAAGTCCGTTGTGCAGCAGTACCTG
GATGTTGTTGGCTATCCCTTCATGCCTCCCTACTGGGGCCTGGGCTTCCACCTGTGCCG
GTGGGGCTACTCCTCCACCGCCATCACCCGGCAGGTTGTTGAGAACATGACCCGGGCGC
ATTTCCCTCTGGATGTGCAGTGGAATGACCTGGACTACATGGACTCCCGGCGGGACTTC
ACCTTCAACAAAGATGGCTTCCGGGACTTCCCGGCCATGGTGCAGGAGCTGCACCAGGG
CGGCCGGCGGTACATGATGATTGTTGACCCGGCCATCTCCTCCTCCGGCCCGGCCGGCT
CCTACCGGCCCTATGATGAGGGCCTGCGGCGTGGCGTGTTCATCACCAATGAGACCGGC
CAGCCTCTCATTGGCAAAGTGTGGCCGGGCTCCACCGCGTTCCCGGACTTCACCAATCC
CACCGCGCTGGCGTGGTGGGAGGACATGGTTGCCGAGTTCCATGACCAGGTGCCCTTCG
ATGGCATGTGGATTGACATGAATGAGCCCTCCAACTTCATCCGTGGCTCCGAGGATGGC
TGTCCCAACAATGAGCTGGAGAACCCTCCCTATGTGCCGGGCGTTGTTGGCGGCACCCT
GCAGGCCGCCACCATCTGCGCGTCCTCCCACCAGTTCCTGTCCACCCATTACAACCTGC
ACAACCTGTATGGCCTCACCGAGGCCATTGCGTCCCACCGGGCGCTGGTGARAGCGCGT
GGCACCCGGCCCTTCGTGATCTCCCGGTCCACCTTCGCCGGCCATGGCCGGTATGCCGG
CCATTGGACCGGCGATGTGTGGTCCTCCTGGGAGCAGCTGGCGTCCTCEETACEGGAGA
TCCTGCAGTTCAACCTGCTGGGCGTGCCTCTGGTTGGCGCCGATGTGTGCGGCTTCCTG
GGCARCACCTCCGAGGAGCTGTGCGTGCGGTGGACCCAGCTGGGCGCGTTCTATCCCTT
CATGCGGAACCACAACTCCCTGCTGTCCCTGCCTCAGGAGCCCTACTCCTTCTCCGAGC
CGGCGCAGCAGGCCATGCGGAAGGCGCTCACCCTGCGGTACGCGCTGCTGCCTCACCTG
TACACCCTGTTCCACCAGGCGCATGTTGCCGGCGAGACCGTTGCGCGGCCTCTGTTCCT
GGAGTTTCCCAAAGACTCCTCCACCTGGACCGTTGACCACCAGCTGCTGTGGGGCGAGG
CGCTGCTCATCACGCCGGTGCTGCAGGCCGGCARAGCCGAGGTGACCGGCTACTTCCCT
CTGGGCACCTGGTATGACCTGCAGACCGTGCCCATTGAGGCGCTGGGCTCCCTGCCTCC
TCCTCCGGCCGCGCCTCGGGAGCCGGCCATCCATTCCGAGGGCCAGTGGGTGACCCTGC
CGGCGCCTCTGGACACCATCAATGTGCACCTGCGGGCCGGCTACATCATCCCTCTGCAG
GGCCCGGGCCTCACCACCACCGAGTCCCGGCAGCAGCCCATGGCGCTGGCCGTTGCGCT
CACCAAAGGCGGCGAGGCGCGTGGCGAGCTGTTCTGGGATGATGGCGAGTCCCTGGAGG
TGCTGGAGCGTGGCGCGTACACCCAGGTGATCTTCCTGGCGCGGAACAACACCATTGTG
AATGAGCTGGTCCGGGTGACCTCCGAGGGCGCCGGCCTGCAGCTGCAGARAGTGACCGT
GCTGGGCGTTGCCACCGCGCCTCAGCAGGTGCTGTCCAATGGCGTGCCGGTGTCCAACT
TCACCTACAGCCCGGACACCAAAGTGCTGGACATCTGCGTGTCCCTGCTCATGGGCGAG
CAGTTCCTGGTGTCCTGGTGCTACHNES

La sequenza & stata nuovamente analizzata con GenScan, NetGene e

GeneSplicer per verificare 'assenza di siti criptici di splicing:
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programma non ha individuato alcun possibile introne criptico:

The sequence: GA has the following composition:

Length: 2859 nucleotides.
14.6% A, 35.9% C, 30.3% G, 19.2% T, 0.0% X, 66.2%
G+C

Donor splice sites, direct strand

No donor site predictions above threshold.

Donor splice sites, complement strand

No donor site predictions above threshold.

Acceptor splice sites, direct strand

No acceptor site predictions above threshold.

Acceptor splice sites, complement strand

No acceptor site predictions above threshold.

Branch points, direct strand

No branch point predictions above threshold.

Branch points, complement strand

No branch point predictions above threshold.

programma non ha individuato possibili siti criptici di splicing:

Predicted genes/exons:

1 28502850 0 0 77 42 4541 0.987 442.32

1.01 Sngl +

1. Analisi con NetGene, selezionando come organismo modello A. thaliana: il

2. Analisi con GenScan, selezionando come organismo modello A. thaliana: il
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4. Analisi con GeneSplicer selezionando come organismo modello O. saftiva:

il programma non ha previsto introni criptici:

Your sequence has 2859 bp.

Organism : O. sativa (Rice)

acc_Sensitivity (%) :98 acc_threshold :-0.221536
don Sensitivity (%) :98 don_threshold :0.811606
Da=60, Dd=60

End5 | End3 | Score| Confidence|

Splice site type]|

Poiché la CDS di GAA ¢é lunga 2862 bp, la sequenza ¢& stata suddivisa in tre
frammenti (A, B, C). Allinizio dei frammenti B e C sono stati inseriti
rispettivamente i siti di restrizione BamH | e Kpn |; va rilevato che questa
operazione € stata programmata per consentire I'assemblaggio dei tre frammenti
nel vettore pUC18 in modo tale da ricostituire la CDS completa senza alterazioni
della cornice di lettura o aggiunta di amminoacidi estranei.

Le sequenze corrispondenti ai tre frammenti ottenuti in silico sono state

successivamente sintetizzate e clonate nel vettore pUC18 dalla ditta GeneArt.

3.1.1 Analisi della sequenza
E’ stata eseguita I'analisi dell'intera sequenza codificante sia la GAA nativa, sia

quella ottenuta applicando le regole del codon context. | risultati ottenuti sono
riportati in Tab. 3.1.

93



Tesi di Dottoraro di Serena Versolatto, discussa presso I'Universita degli Studi di Udine

ANALISI GAA NATIVA GAA RISCRITTA
% GC totale 64.60 66.17
di cui:
% GC in terza posizione 27.91 29.10
% codoni terminantiin Go C 84.36 87.30
% TA totale 35.40 33.83
CpG totale 149 214
TpA totale 45 32
TATA 1 0
AATAAA 0 0
ATTTA 0 0
AAA 5 11
AAAA 0 0
TTT 9 4
TTTT 1 0
CcccC 93 86
CCcCcC 30 0
GGG 62 48
GGGG 21 3
Intercodoni CG 72 93

Tabella 3.1. Risultati ottenuti attraverso I'analisi della sequenza GAA nativa e sintetica.

L’omologia complessiva tra le due sequenze ¢ risultata pari all'83%.

3.1.2 Assemblaggio dei frammenti in pUC18

Come descritto al paragrafo 2.6.1, la sequenza intera della GAA é stata ottenuta
mediante una serie di digestioni enzimatiche e reazioni di saldatura dei vettori
pUC18 portanti i tre diversi frammenti sintetizzati. La strategia seguita ha previsto
il taglio del plasmide pUC18 frammento C per aprire il vettore e consentire
dapprima l'inserimento del frammento B, successivamente, di quello A.

Dalla digestione di pUC18 frammento C e di pUC18_frammento B con Aat Il e
Kpn |, si sono ottenute le bande corrispondenti all’inserto B (1472 bp) e al vettore
aperto pUC18_C (3152 bp). Successivamente alla ligation e alla trasformazione
di cellule JM101 di E. coli, & stata eseguita la miniprep di due colonie e il saggio
di positivita mediante le seguenti digestioni enzimatiche:

a. digestione singola con Kpn | per linearizzare il plasmide;

b. digestione doppia con Aat Il e Kpn | di pUC18_B+C per verificare la presenza

dellinserto portante il frammento B.
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La digestione singola ha prodotto una banda di 4618 bp (Fig. 3.1); I'analisi
elettroforetica dei prodotti di digestione doppia ha evidenziato una banda solo
parzialmente digerita corrispondente alla lunghezza del plasmide linearizzato,
una banda di 3152 bp corrispondente al vettore aperto portante il frammento B e

una terza banda di 1472 bp corrispondente all'inserto.

4000bp —»

1500 bp —_—

Figura 3.1 Corsia 1: Ladder 1 kb (NEB); 2, 3: colonie 1, 2 linearizzate con Kpn |; 4, 5: colonie 1,
2 digerite con Aat Il e Kpn I.

Per I'inserimento del frammento A all'interno del vettore pUC18 B+C, il plasmide
pUC18_ A di 3589 bp e il vettore pUC18 B+C di 4618 bp sono stati entrambi
digeriti con gli enzimi di restrizione BamH | e Aat Il, ottenendo le bande
corrispondenti all'inserto A (1407 bp) e al vettore aperto pUC18_B+C (4124 bp)
che sono state sottoposte a saldatura.

Per alcune delle colonie JM101 trasformate con il prodotto di ligation si &
proceduto all’estrazione miniprep. Queste sono state analizzate mediante
digestione di controllo con Xba | per linearizzare il plasmide allo scopo di
verificare se l'inserto si fosse realmente legato al vettore pUC18 B+C (Fig. 3.2
B). Nella foto riportata si osserva un’unica banda di 5521 bp corrispondente alla
lunghezza del vettore pUC18_A+B+C (Fig. 3.2 A).

Sacl

Frammento C
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3.2 Realizzazione dei vettori di espressione per GAA

3.2.1 Isolamento del gene PMI

Il gene manA codificante la fosfomannosio isomerasi €& stato isolato da E. coli
mediante PCR con primer (PMI for e PMI rev) disegnati sulla sequenza
depositata in banca dati (GenBank acc. n° M15380). La PCR ha fornito
I'amplificato atteso di 1176 pb (Fig. 3.3A) che e stato quindi clonato in pGEM-T
(Fig.3.3B). Per favorire le successive operazioni di clonazione i primer PMI for e
PMI rev sono stati programmati per portare il sito restrizione Xho | ai terminali 5’

e 3’, rispettivamente.

Xhol

1

1000 bp —>

Xhol

Figura 3.3A Corsia 1: Ladder 1 kb (NEB); Figura 3.3B Rappresentazione
I vet12: amplij‘ica}to PMI. , nellischematica del plasmide pGEM-/|101 e
T_PMIL.

sottoposto a PCR di controllo su coloniacon . _....._. ...._ ._. _...._  __, laFig.
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3.4 mostra gli amplificati ottenuti utilizzando i primer M13 che presentano la

lunghezza attesa di 1424 bp.

0 1 12 13

1500 bp —> - W e e e e e e

Figura 3.4 Corsia 1: Ladder 1 kb (NEB); 2: CP; 3: acqua; 4-13 colonie saggiate in PCR.

Su tre colonie risultate positive allanalisi PCR & stata impostata anche una
digestione enzimatica per verificare la correttezza del tratto sintetizzato. In un
solo caso la digestione con Xho |, che consente la rimozione dell’'inserto PMI, ha
dato i frammenti attesi corrispondenti al tratto sintetizzato e al vettore ( 3000 bp)
(Fig. 3.5).

1500 bp —>

Figura 3.5 Corsia 1: Ladder 1 kb (NEB); 2: campione non digerito; 3: digestione Xho |.

La colonia identificata & stata completamente sequenziata ed € risultata
perfettamente coincidente a quella depositata in banca dati.
3.2.2 Realizzazione della cassetta per il silenziamento FxAntiFx
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Per la realizzazione della cassetta & stato impiegato il vettore pSTARLING (Fig.
3.6) creato da Commonwealth Scientific and Industrial Research Organisation

(CSIRO, Australia) per indurre silenziamento genico mediante hairpin RNAI.

Non (13)

e { Ubi Promober
v "
r

Q‘V %

Amp 4 unbi
resistance pSTARLING-A |
| |
'
'

&

o% /
iy e cre intron

e i. - ::.i-.:= .

MNodl (3169)

Mron

trril. besrrminalor

Figura 3.6 Rappresentazione del vettore pSTARLING (CSIRO) con evidenziati gli enzimi di
restrizione presenti e gli elementi regolatori dell’espressione: promotore Ubi1 (in rosso) e

terminatore tml (in giallo).

La cassetta FxAntiFx & costituita dai seguenti elementi: promotore dell’'ubiquitina
1 di mais (Ubi1), sequenze senso dei geni a(1,3)-fucosiltransferasi e ((1,2)-
xilosiltransferasi di Oryza sativa, introne cre, sequenze antisenso dei geni
fucosiltransferasi e xilosiltransferasi di O. sativa e terminatore Tml (Tml ter). Tale
cassetta é stata prodotta dall’assemblaggio delle sequenze nucleotidiche relative
ai geni da silenziare nel plasmide pSTARLING. Le sequenze senso e antisenso
dei geni a(1,3)-fucosiltransferasi e B(1,2)-xilosiltransferasi sono state isolate
singolarmente mediante PCR da cDNA di O. sativa impiegando coppie di primer
specifici disegnati su un tratto di sequenza altamente conservata dei geni
NM_001068555 e NM _ 001068712 e studiati in modo da introdurre siti di
restrizione utili alle operazioni di assemblaggio in pSTARLING. La Fig. 3.7
mostra gli amplificati ottenuti per ciascuna sequenza aventi le lunghezze attese
di 606 bp, 614 bp, rispettivamente per le sequenze senso (FucS) e antisenso
(FucA) del gene fucosiltransferasi, e di 612 bp per ambedue le sequenze relative

al gene xilosiltransferasi (XilS, XilA).
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500 bp —»

Figura 3.7 Corsia 1: Ladder 1 kb (NEB); 2: amplificato frammento XilS; 3-4: amplificato XilA; 5-6:

amplificato FucS.

Gli amplificati sono stati sottoposti a reazione di A-tailing e clonati separatamente
in pGEM-T; i vettori ingegnerizzati sono stati, quindi, utilizzati nella
trasformazione di E. coli JM101. Anche in questo caso, il prodotto clonato € stato
verificato mediante PCR su colonia con primer M13 for e primer rev specifico per

ciascuna sequenza al fine di controllare I'orientamento (Fig. 3.8).

1234 5678 910 1112131415 16 17181920

500 bp —»

Figura 3.8 Corsia 1: Ladder 1 kb (NEB); 2: acqua; 3-20: colonie analizzate in PCR.

Visti i risultati positivi ottenuti, per ogni costrutto una colonia e stata inviata al
sequenziamento. |l tratto sequenziato non ha presentato variazioni rispetto alla
sequenza genica programmata.

Lo step successivo ha previsto 'assemblaggio separato delle sequenze senso
(FucS-XilS) e antisenso (FucA-XilA) in pGEM-T generando due costrutti (P GEM-
T_FucS-XilS e pGEM-T_FucA-XilA). Tale operazione € stata realizzata mediante
digestione di pGEM-T_FucS e pGEM-T_FucA con Xba | e Sac | in modo da
aprire i vettori e permettere la saldatura rispettivamente degli inserti XilS e XilA
recuperati tramite digestione con Nhe | e Sac I. In Fig. 3.9 sono mostrati i profili

di digestione ottenuti. Entrambe le digestioni hanno dato i frammenti attesi: le
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bande a 3600 bp e 3612 bp corrispondono rispettivamente al vettore pGEM-T _
FucS e pGEM-T_FucA mentre i frammenti di 653 bp e 651 bp rappresentano gli
inserti XilS e XilA.

3000 bp —>

500 bp —»

Figura 3.9 Corsia 1: Ladder 1 kb (NEB); 2-3: digestione Xba | e Sac I; 4-5: digestione Nhe | e

Sac |
Successivamente alla ligation e alla trasformazione di cellule JM101 di E. coli, &

stata eseguita la PCR su tre colonie trasformate con pGEM-T_FucS-XilS che

sono risultate positive all’analisi (Fig. 3.10).

1000 bp —>

Figura 3.10 Corsia 1: Ladder 1 kb (NEB); 2: acqua; 3-4-5: colonie saggiate mediante PCR.

Parallelamente & stata eseguito il controllo PCR con i primer FucA for-XilA rev in
numerose colonie putativamente trasformate con pGEM-T_FucA-XilA; sette di
esse hanno mostrato I'amplificato atteso ( Fig. 3.11). Il sequenziamento di una
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colonia per ciascun costrutto ha ulteriormente dimostrato che le sequenze

inserite in pGEM-T sono perfettamente uguali a quella programmate.

12 34567 8 910111213 14 15 16 1718

1000 bp —»

Figura 3.11 Corsia 1: Ladder 1 kb (NEB); 2: acqua; 3-18: colonie analizzzate in PCR.

Ha fatto seguito I'introduzione dei due bracci della forcina (senso e antisenso) nel
vettore pSTARLING per la realizzazione della cassetta di espressione FxAntiFx
completa. A questo scopo il vettore & stato recuperato sia dopo digestione con
Pac I/BamH |, sia dopo digestione con Kpn I/Spe | per consentire I'inserimento
rispettivamente della sequenza FucS-XilS di 1200 bp recuperata mediante
digestione Pac I/BamH | e di quella FucA-XilA ottenuta dalla digestione con Kpn

I/Spe |. La Fig. 3.12 evidenzia i frammenti attesi prodotti.

3000 bp—> N e

1200 bp —»

Figura 3.12 Corsia 1: digestione pSTARLING con Pac I/BamH [; 2: digestione pSTARLING con
Kpn 1/Spe 1; 3: digestione inserto FucS-XilS con Pac I/BamH 1; digestione inserto FucA-XilA con
Kpn 1/Spe I.

A saldatura avvenuta sono stati prodotti i seguenti vettori pPSTARLING_FucS-XilS
e pSTARLING_FucA-XilA impiegati per la trasformazione di cellule JM101 di E.

coli. Un numero variabile di colonie trasformate con i due costrutti sono state
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sottoposte a controllo attraverso PCR con primer specifici (FucS for-XilS rev e
FucA for-XilA rev). Tutte le colonie saggiate, ad eccezione di una, hanno

evidenziato 'amplificazione desiderata (Fig. 3.13).

2 3 4 3 678 9WH 1213 14 15 15 16 17 18

Figura 3.13 Corsia 1: Ladder 1 kb (NEB); 2: acqua; 3-13: colonie pSTARLING_FucS-XilS
saggiate in PCR; 14-18: colonie pSTARLING_FucA-XilA saggiate in PCR.

Successivamente sia pSTARLING_FucS-XilS, sia pSTARLING_FucA-XilA sono
stati digeriti con Spe | e Kpn | in modo da ottenere rispettivamente il vettore e
I'inserto per produrre, tramite saldatura, il vettore portante la cassetta completa
FxAntiFX. Come primo controllo, si & deciso di impostare analisi PCR su 10
colonie per amplificare separatamente i due bracci (senso e antisenso)
utilizzando sia i primer FucS for-XilS rev, sia FucA for-XilA rev. Tutte le colonie
hanno dato esito positivo allamplificazione con ambedue le coppie di primer (Fig.
3.14).

123 4 56 7 8 910 11 12 1314 1516 17 18 19 20 21 2 23

1000bp—> - e e e e e e e e e e e e ) e

Figura 3.14 Corsia 1: Ladder 1 kb (NEB); 2-12: colonie saggiate in PCR con FucS for-XilS rev;

13: vuoto; 14-23: colonie saggiate in PCR con FucA for-XilA rev.

Da due colonie si & proceduto all’estrazione del DNA plasmidico su cui sono
state condotte le seguenti digestioni di controllo:

1. digestione doppia con Kpn |/Spe | per verificare il corretto inserimento del
braccio costituito dalle sequenza antisenso di 1200 bp;

2. digestione doppia con BamH |/Pac | atta a rimuovere il braccio formato dalle
sequenze senso di 1200 bp;
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3. digestione con Not | per la rimozione dellintera cassetta di espressione di
5556 bp.

La Fig. 3.15 mostra le bande prodotte dalle digestioni di cui al punto 1 e 2,
aventi lunghezza corrispondente a quella attesa; in Fig. 3.16 sono invece riportati

i risultati ottenuti dalla digestione 3.

1200 bp —»

Figura 3.15 Corsia 1: campione non digerito; 2-3: digestione Kpn 1/Spe |; 4-5: digestione BamH
I/Pac .

5000 bp —

Figura 3.16 Corsia 1: Ladder 1 kb; 2: campione non digerito; 3-4: digestione Not I.

Per la realizzazione dei vettori a tre cassette sia per GAA sia per GCasi,
PSTARLING_FucS-XilS + FucA-XilA & stato successivamente digerito con Not |

per consentire il recupero della cassetta completa per il silenziamento.

3.2.3 pCAMBIA1300_GAA CC-NOS ter_PMI e pCAMBIA1300_GAA CC-NOS
ter_PMI_FxAntiFx

Per la realizzazione del vettore a due cassette (p.CAMBIA1300_GAA CC-NOS
ter_PMI) si & proceduto per sostituzione della cassetta di espressione GCasi nel
vettore pCAMBIA1300_GCasi nativa-NOS ter_PMI (cfr. § 3.8.1) con quella della

GAA presente nel vettore pSV_GAA ottenuto in un precedente lavoro. A tal fine
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ambedue i vettori sono stati sottoposti a digestione enzimatica con EcoR | (Fig.
3.17).
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camyv GCasi
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Xbal GluB-4 STAreg

Xhol
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3'UTR
camV GluB-4
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Figura 3.17 Rappresentazione schematica dei passaggi che hanno portato alla formazione del
costrutto pPCAMBIA1300_GAA CC_PMI.

Successivamente alla saldatura dellinserto GAA nel vettore recuperato dalla
digestione e alla trasformazione di cellule JM101 di E. coli, 3 colonie
putativamente trasformate sono state verificate mediante digestione con Xho |,
EcoR V, Aat ll, Sac | e Pme |. Tutte e tre le colonie saggiate hanno presentato i
pattern di restrizione attesi (Fig. 3.18).

12 3 456 78 910111213141516 17 18 19 20
- L =

10000bp—> — e T o N | e — i o, —

5000 bp —» o s

Figura 3.18 Corsia 1: Ladder 1 kb (NEB); 2: campione non digerito; 3: colonia 1 digestione Xho I;
4: colonia 1 digestione EcoR V; 5: colonia 1 digestione Aat Il; 6: colonia 1 digestione EcoR I; 7:
colonia 1 digestione Sac I; 8: colonia 1 digestione Pme |; 9: colonia 2 digestione Xho 1; 10:
colonia 2 digestione EcoR V; 11: colonia 2 digestione Aat Il; 12: colonia 2 digestione EcoR [; 13:
colonia 2 digestione Sac I; 14: colonia 2 digestione Pme I; 15: colonia 3 digestione Xho [; 16:
colonia 3 digestione EcoR V; 17: colonia 3 digestione Aat Il; 18: colonia 3 digestione EcoR I; 19:
colonia 3 digestione Sac I; 20: colonia 2 digestione Pme I.
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Il costrutto pCAMBIA1300_GAA CC-NOS ter_PMI prodotto & stato impiegato per
la trasformazione di Agrobacterium tumefaciens ceppo EHA 105, effettuata

mediante elettroporazione di cellule rese competenti.

Nel costrutto a due cassette €& stata inserita la cassetta FxAntiFx tramite
digestione del vettore pSTARLING_FucS-XilS + FucA-XilA con Not I. L’inserto
recuperato € stato trattato con T4 DNA polimerasi e saldato nel vettore aperto
con Pme |, producendo il plasmide pCAMBIA1300 _GAA CC-NOS ter PMI_
FxAntiFx (Fig. 3.19).

EcoRIl
Xhol Sacl

/ 355 NOSter
PMI Camv

"3 UTR GAA CC
caMv

Xhol

LBR

GluB-4

KanaR
pCAMBIA1300_GAA CC_PMI_FxAntiFx

20033 bp

rep ori

pvSTrep
Intr cre l

STAreq Xil-Fuc s
Ubit 4

RBR BamHI

Figura 3.19 Rappresentazione schematica del vettore pCAMBIA1300_GAA CC-NOS ter PMI_
FxAntiFx.

Quattro colonie ottenute dalla trasformazione con pCAMBIA1300_GAA CC-NOS
ter_PMI FxAntiFx sono state sottoposte a digestione di controllo con Spe | per
verificarne I'orientamento. La Figura 3.20 mostra il pattern di restrizione ottenuto.
La colonia risultata positiva all’analisi &€ stata ulteriormente analizzata mediante
PCR per confermare la presenza dei geni PMI (primer PMI for/PMi rev), GAA
(primer GAA_B for/GAA_B rev) e delle sequenze senso e antisenso (primer
FucS for/ XilS rev; FucA for/XilA rev) (Fig. 3.21). La colonia identificata & stata,
quindi, impiegata per [lelettroporazione del ceppo di agrobatterio. |l
sequenziamento della colonia di agrobatterio trasformata ha prodotto una

sequenza identica a quella programmata.
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10000 bp —»

4000 bp —>

Figura 3.20 Corsia 1: Ladder 1 kb (NEB); 2: colonia 1 digestione Spe I; 3: colonia 2 digestione

Spe |; 4: colonia 3 digestione Spe |; 5 colonia 4: digestione Spe |I.

1000 bp —»

T -

Figura 3.21 Corsia 1: Ladder 1 kb (NEB); 2: amplificato PMI for/PMI rev; 3: amplificato GAA_B
for/GAA_B rev; 4: amplificato FucS for/XilS rev; 5: amplificato FucA for/XilA rev.

3.2.4 pCAMBIA1300_GAA CC-GluB4 ter_PMI e pCAMBIA1300_GAA CC-
GluB4 ter_PMI_FxAntiFx

Per la sostituzione del terminatore NOS con quello della glutelina 4 di riso si &
proceduto inserendo consecutivamente terminatore GluB4, promotore GluB4 e
gene d’interesse GAA in pUC18 attraverso una serie di digestioni enzimatiche e
reazioni di saldatura.

Dalla digestione di pUC18_NOS ter e di pMK_GluB4 ter con EcoR | e Sac |, si
sono ottenute le bande corrispondenti al vettore e allinserto GluB4 ter (Fig.
3.23).

Successivamente alla ligation e alla trasformazione di cellule JM101 di E. coli, le
colonie trasformate sono state selezionate mediante PCR. La Fig. 3.22 mostra gl
amplificati ottenuti utilizzando i primer specifici per il terminatore GluB4 (GluB4ter
for e GluB4ter rev).
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300bp —»

Figura 3.22 Corsia 1: Ladder 100 bp (NEB); 2: CN; 3: CP; 4-8: colonie saggiate con PCR.
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GluB4 ter

pUC18_GIuB4 ter
2962 bp

Figura 3.23 Rappresentazione schematica del passaggio che ha portato alla realizzazione del

vettore intermedio pUC18_ GluB4 ter.

pUC18 _GluB4 LLTCK GluB4 ter & stato ottenuto grazie all’assemblaggio del
promotore GluB4 LLTCK nel vettore pUC18_GluB4 ter mediante digestione con
Xba |l e Sph | (Fig. 3.24).
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GluB4 ter GluB4
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Xbal /

Xbal GluB4
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Figura 3.24 Realizzazione del vettore intermedio pUC18_GluB4 LLTCK_GluB4 ter.
La presenza e la correttezza del promotore GluB4 LLTCK sono state verificate

mediante digestione congiunta con i medesimi enzimi Xba | e Sph |, che

rimuovono dal vettore la zona del promotore stesso (Fig. 3.25).

<— 300 bp

Figura 3.25 Corsia 1: campione non digerito; 2-5: colonie 2, 6, 7, 8 sottoposte a digestione Xba

I/Sph |; 6: Ladder 1 kb. Le colonie 6, 7, 8 risultano positive per la presenza del promotore.

Il vettore pUC18_GluB4 LLTCK GluB4 ter prodotto & stato successivamente
aperto con Xba | e Sac | in modo da consentire I'inserimento della sequenza
codificante la GAA riscritta secondo il codon context recuperata dal vettore
pUC18_GAA CC tramite digestione con Xba |, Sac | e Aat Il (Fig. 3.26).

Sacl
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Sacl

GAACC

/

Sacl

GluB4 ter

PUC18_GIuB4 LLTCK_GAA CC_GIuB4 ter
7282 bp

GluB4 LLTCK

EcoR1

Figura 3.26 Realizzazione del vettore intermedio pUC18_GluB4 LLTCK_GAA CC_GluB4 ter.

E stata eseguita la miniprep di due colonie (A e B) che sono state saggiate per
verificare i cloni positivi mediante digestione con Xba | e Sac | atta a rimuovere
completamente la CDS GAA dal vettore. La Fig. 3.27 mostra i frammenti attesi di
2850 bp e di 4709 bp corrispondenti rispettivamente alla CDS GAA e al vettore
residuo.

Il sequenziamento ha ulteriormente dimostrato che la sequenza GluB4

LLTCK_GAA CC_GluB4 ter € perfettamente uguale a quella programmata.

<«A709 bp
3000 bp —»
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Figura 3.27 Corsia 1: Ladder 1 kb (NEB); 2: campione A non digerito; 3: campione A verificato

mediante digestione Xba I/Sac |; 4: campione B non digerito; 5: campione B verificato mediante

digestione Xba I/Sac I.

Per la realizzazione del vettore finale a due cassette, nel vettore pCAMBIA
1300_GluB4 LLTCK_GAA CC-NOS ter_PMI gia prodotto in precedenza (cfr. §
3.2.2) si & proceduto alla sostituzione della cassetta di espressione portante il
terminatore NOS con quella presente in pUC18_ GluB4 LLTCK_GAA CC_GluB4

ter mediante digestione con EcoR | (Fig. 3.29)

Per il controllo del corretto orientamento dell'inserto si & proceduto alle digestioni

con EcoR | e Sac I. La Fig. 3.28 mostra i profili di restrizione ottenuti con i due

enzimi.

10000 bp —

5000 bp —»

Figura 3.28 Corsia 1: Ladder 1 kb (NEB); 2:
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Digestione EcoR |

EcoRI

Sacl

EcoR1

Xhol
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GluB-4
%Kﬂllﬂ R

Tep ori

pVSireg STAreg

Figura 3.29 Rappresentazione schematica della realizzazione del vettore pCAMBIA1300_GAA

CC-GluB4 ter_PMI tramite sostituzione della cassetta di espressione.
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Il costrutto corretto a due cassette & stato impiegato per la trasformazione di A.
tumefaciens e nuovamente verificato attraverso le seguenti digestioni.

- digestione tripla con Xba |, Sac |, EcoR | volta a rimuovere in tratti separati

CDS, promotore e terminatore;

- digestione con Xho | per verificare la presenza del gene PMI.
In Fig. 3.30 sono mostrati i frammenti attesi di 9796 bp, 2852 bp, 1519 bp, 286
bp corrispondenti a vettore residuo, CDS GAA, promotore e terminatore generati
dalla digestione tripla e il frammento di 1182 bp del gene PMI ottenuto dalla

digestione con Xho I.

Figura 3.30 Corsia 1: costrutto non digerito; 2: digestione tripla; 3: digestione Xho I; 4: Ladder 1
Kb; 5: Ladder 100 bp (NEB).

Per ottenere il vettore finale a tre cassette (Fig. 3.31), pPCAMBIA1300_GluB4
LLTCKGAA CC-GluB4 ter_PMI é stato tagliato con Pme | in modo da consentire
l'introduzione della cassetta FxAntiFx rimossa dal vettore che la portava
(PSTARLING_FxAntiFx) tramite digestione con Not | e sottoposta a trattamento
con T4 DNA polimerasi per favorire la ligation blunt con il vettore.

114



Tesi di Dottoraro di Serena Versolatto, discussa presso I'Universita degli Studi di Udine

EcoRIl
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Figura 3.31 Rappresentazione schematica del vettore finale a tre cassette.

Tre diverse colonie (16-17-18) sono state analizzate per verificare il corretto
orientamento della cassetta inserita attraverso digestione con Spe |, ma solo in
un caso si & evidenziato il prodotto della lunghezza attesa (Fig. 3.32). In caso di
orientamento corretto, le digestioni originano frammenti lunghi rispettivamente
17288 bp (vettore restante) e 2755 bp (cassetta FxAnti Fx). Se viceversa

'orientamento non & quello desiderato, si generano frammenti di 14893 bp e

5150 bp.

<+— 10000 bp

<«— 3000 bp

Figura 3.32 Corsia 1: campione 16 non digerito; 3: campione 16 verificato mediante digestione
Spe |; 3: campione 17 non digerito; 4: campione 17 verificato mediante digestione Spe I; 5:
campione 18 non digerito; 6: campione 18 verificato mediante digestione Spe I; 7: Ladder 1 kb

(NEB).
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Il costrutto finale & stato, quindi, controllato mediante sequenziamento e utilizzato
per la trasformazione di A. tumefaciens EHA 105 effettuata mediante
elettroporazione. La verifica del trasferimento del costrutto in agrobatterio &
avvenuta tramite digestione di controllo con gli enzimi EcoR |, Sac I, Spe |. Tutte

e tre le digestioni hanno prodotto il pattern di restrizione atteso (Fig. 3.33).

Figura 3.33 Corsia 1: campione non digerito; 2: digestione EcoR [; 3: digestione Sac I; 4.
digestione Spe |; 5: Ladder 1 kb; 6: Ladder 100 bp (NEB).
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3.3 Trasformazione del riso con Agrobacterium tumefaciens

La procedura di infezione del riso con cellule di A. tumefaciens portanti il costrutti
di interesse si € svolta senza inconvenienti e secondo i tempi € modi previsti dal
protocollo di riferimento. Di seguito vengono riportate alcune immagini
fotografiche rappresentative dei punti fondamentali del processo di

trasformazione genetica (Fig. 3.34).

Figura 3.34 Tavola raffigurante le principali fasi di trasformazione del riso. A: sbramatura; B:
disinfezione; C: germinazione; D: isolamento scutelli; E: callogenesi; F: selezione embrioidi; G:
infezione con coltura liquida di agrobatterio; H: embrioidi su substrato CCM dopo infezione; I:
embrioidi trasformati e non trasformati su substrato SMI; L: calli da embrioidi trasformati su
substrato SMII; M: calli trasformati su substrato PRM; N: rigenerazione; O: differenziazione; P-Q:

radicazione; R: trasferimento in torba.
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3.4 Analisi molecolari sulle piante trasformate con i vettori
pCAMBIA1300_GAA CC-GluB4 ter _PMI e pCAMBIA1300_GAA CC-GluB4
ter _PMI_FXantiFX

| vettori pCAMBIA1300_GAA CC-GluB4 ter_PMI e pCAMBIA1300_GAA CC-
GluB4 ter_PMI_FxAntiFx sono stati utilizzati per la trasformazione mediata da
agrobatterio di scutelli derivati da semi di riso. Sono state rigenerate
rispettivamente 147 piante putativamente trasformate con il costrutto a tre
cassette e 136 con il vettore a due cassette. In entrambe le popolazioni di piante,
I'effettiva presenza del gene GAA é stata verificata mediante PCR. | saggi PCR
sono stati condotti con coppie di primer specifiche per il gene GAA, GAA_B for/
GAA B rev (Fig. 3.35) e GAA_C for/GAA _C rev (Fig. 3.36), in presenza di un
controllo negativo (CN), un controllo positivo (CP) e un controllo di amplificabilita
del DNA genomico (Fig. 3.37).

3 4356 7T 8 9021314151617 1819 20 H X2

1000 bp

Figura 3.35 Corsie 1-19: piante di riso putativamente trasformate GAA-Glub4 ter PMI_FxAntiFx
saggiate mediante PCR con i primer GAA_B for/ GAA_B rev; 20: CP; 21: acqua; 22: CN; 23:
Ladder 1 Kb (NEB).

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

1000 bp —>

Figura 3.36 Corsia 1: Marker 1 kb (INVITROGEN); 2: acqua; 3: CN; 4. CP; 5-19: piante riso

putativamente trasformate saggiate con i primer GAA_C for e GAA_C rev.
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23 45 6 7 8 910 111213 14 151617 1819 20

1
=

500bp —»

Figura 3.37 Corsia 1: Ladder 1 kb (NEB); 2: acqua; 3: CN; 4: CP; 5-20: piante saggiate con
primer specifici per DNA di riso (CPC e CPD).

| primer CPC e CPD impiegati sono stati costruiti su una regione conservata del
DNA cloroplastico di riso (cfr. § 2.11); la lunghezza dell’amplificato atteso é stata
calcolata in 614 bp. La presenza dellamplificato & stata osservata in tutti i
campioni saggiati, dimostrando la correttezza della procedura di estrazione del
DNA da foglia. Al contrario, la percentuale di piante rigenerate risultate PCR
positive al gene di interesse & stata pari al 78.91% e 98.52% rispettivamente
nella popolazione portante il costrutto a tre cassette e in quella generata dalla
trasformazione con pCAMBIA1300_GAA CC-GluB4ter_PMI.

Le piante positive per il gene di interesse sono state successivamente saggiate
tramite PCR per verificare la presenza di un tratto esterno ai due border repeats
del T-DNA come indicatore dell’inserimento di parte del backbone del vettore

nelle piante trasformate (Fig. 3.38).

4 56 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Figura 3.38 Corsie 1-16: piante saggiate; 17: acqua; 18: CN; 19: CP; 20: Ladder 1 kb (NEB).

La percentuale di individui positivi allamplificazione & stata particolarmente
elevata nella popolazione di trasformati primari portanti le tre cassette (64.25%)
mentre & risultata pari al 29.10% negli individui trasformati con il vettore a due
cassette (Graf. 3.1).
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Grafico 3.1 Confronto tra il numero di individui positivi al gene d’interesse e al backbone del

vettore nei trasformati primari a due e tre cassette.

3.5 Analisi sulla progenie

L’analisi DAS-ELISA sul seme prodotto dai trasformati primari, ottenuti dalla
trasformazione con i vettori di espressione pCAMBIA1300_GAA CC-GluB4
ter_PMI_FxAntiFx e pCAMBIA1300_GAA CC-NOS ter PMI_FxAntiFx, ha
permesso di valutare l'effetto del terminatore sui livelli di espressione della
proteina ricombinante.

A questo scopo ¢ stato sviluppato un protocollo basato sull’estrazione di proteine
totali da seme e sulla quantificazione della proteina di interesse mediante saggio
immunologico DAS-ELISA.

3.5.1 Prove di estrazione di proteine totali da seme

Per la determinazione del contenuto di proteina ricombinante nell’endosperma di
riso € stato messo a punto un protocollo che ha previsto I'estrazione di proteine
totali a partire da 40 semi di ciascun individuo e il successivo saggio
immunoenzimatico per la quantificazione dellenzima. La prima fase nella
procedura di estrazione € stata la sbramatura e macinazione dei 40 semi
campionati casualmente. Nel tentativo di incrementare l'efficienza del processo
di estrazione proteica sono state condotte prove di macinazione con due diversi

sistemi, mulino a sfere e macina caffé da tavolo. | dati ottenuti, riportati nel
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Grafico 3.2, hanno evidenziato una piu elevata quantita di proteina GCasi e GAA

nel caso di campioni macinati con mulino a sfere.

o0
S 160
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o 140
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.8 120
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60
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Grafico 3.2 Contenuto di proteina di interesse in campioni sottoposti a macinazione con mulino

a sfere e macina caffe.

3.5.2 Validazione del saggio DAS-ELISA

Allo scopo di valutare la validita in termini di specificita e selettivita del saggio
immunoenzimatico sviluppato per determinare il contenuto di enzima
ricombinante negli estratti proteici da seme, diluizioni 1:5, 1:10, 1:15 dell’estratto
tal quale sono state confrontate con le medesime diluizioni del campione cui &

stato aggiunto lo standard (Myozyme) a concentrazione nota (Tab. 3.2) .

Diluizioni [1] campi_one tal quale [1 <_:ampione con Valore
senza aggiunta standard | aggiunta standard atteso
1:5 1.93 1.02 1.82 +/- 0.273
1:10 2.02 1.36 2.16 +/- 0.324
1:15 2.24 1.57 2.37 +/- 0.355

Tabella 3.2. Concentrazioni dell'estratto GCasi diluito 1:5, 1:10, 1:15 rilevate in
assenza/presenza dello standard a concentrazione nota e valori attesi nel range di validita (+/-
15%).
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Grafico 3.3. Confronto tra le concentrazioni di GAA ottenute a tre diverse diluizioni dell’estratto

nel campione tal quale e dopo aggiunta dello standard in quantita nota (Myozyme).

Come si osserva nel Grafico 3.3, le concentrazioni di GAA ottenute alle diverse
diluizioni sono state pressocché le stesse; inoltre, i dati relativi ai campioni trattati
con lo standard sono ricaduti all’interno dell’intervallo di validita (+/- 15%) stabilito

come indice di non interferenza (Tab. 3.2).

3.5.3 Valutazione dell’effetto del terminatore sui livelli di espressione della
proteina ricombinante

Per valutare l'effetto dell’elemento terminatore sulla produzione di enzima
ricombinante nel’endosperma, & stato analizzato il seme di 40 trasformati primari
scelti casualmente ottenuti con i costrutti pCAMBIA1300_GAA CC-GluB4
ter_PMI_FxAntiFx. Confrontando il contenuto di proteina di interesse nelle due
popolazioni considerate, si € osservato un netto incremento nei livelli di
espressione di GAA a seguito dell'inserimento del terminatore GluB4 (Graf. 3.4).
In particolare, nel seme della linea GAA CC-GluB4 ter avente il maggior
contenuto di GAA si sono raggiunti livelli di produzione pari a circa 150 ug/g, piu

di due volte superiori a quelli rilevati nel migliore espressore GAA CC_NOS ter.
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Grafico 3.4. Confronto dei livelli di espressione nelle popolazioni di 40 trasformati primari scelti a

caso ottenuti con i vettori portanti rispettivamente il terminatore NOS e GluB4.

3.5.4 Selezione del migliore espressore GAA CC-GluB4 ter_PMI_FxAntiFX
Alla luce dei risultati sperimentali ricavati dal confronto tra i terminatori, I'analisi
DAS-ELISA ¢ stata estesa all’intera popolazione di trasformati primari GAA CC-
GluB4 ter risultati PCR-positivi per la presenza del gene GAA (confr. §. 3.4) al
fine di identificare, da un lato, l'individuo a maggior contenuto di enzima
ricombinante nel seme e, dallaltro, verificare [lipotesi di una possibile
correlazione tra produttivita e inserimento di parti del vettore esterne al T-DNA;
quest’'ultimo evento & stato valutato tramite 'amplificazione del tratto esterno ai
border repeats.

I seme di 101 trasformati primari € stato, quindi, sottoposto a estrazione di
proteine totali e al successivo saggio DAS-ELISA. La progenie di 11 piante si &
dimostrata pressoché priva di enzima ricombinante (nell’estratto saggiato in
ELISA erano, infatti, presenti concentrazioni inferiori al valore minimo utilizzato
nella costruzione della curva di taratura, ovvero 2 pg/uL) mentre il contenuto di
proteina di interesse € risultato variare notevolmente tra le restanti linee come si

osserva in Graf. 3.5.
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Grafico 3.5. Contenuto GAA rilevato nel seme prodotto dai trasformati primari GAA CC-GluB4 ter
a tre cassette.

Dall’identificazione degli individui risultati positivi allamplificazione del gene
KanaR (in verde), si &€ osservata una corrispondenza significativa tra il maggior
contenuto di proteina GAA e presenza del gene KanaR. Infatti, le linee prive del
gene KanaR, che presumibilmente hanno integrato il solo T-DNA portante le
cassette di interesse (in rosa), hanno presentato livelli di GAA nel seme
relativamente bassi (non superiori a 90 ug/g) rispetto a quelli rilevati negli
individui PCR-positivi al tratto esterno che si sono dimostrati i migliori espressori
con un contenuto di enzima ricombinante nellendosperma che ha raggiunto i
150 pg/g.

3.5.5 Selezione del migliore espressore GAA CC-GluB4 ter_PMI

I medesimo lavoro di selezione & stato condotto sulla progenie dei trasformati
primari ottenuti con il costrutto a due cassette GAA CC-GluB4 ter PMI. Di
seguito (Graf. 3.6) sono riportati i risultati ottenuti all’'analisi DAS-ELISA.
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Grafico 3.6 Contenuto di GAA rilevato nel seme prodotto dai trasformati primari GAA CC-GluB4
ter a due cassette.

Il contenuto di proteina di interesse determinato nel seme di 115 trasformati
primari € risultato variabile tra gli individui e in 5 linee ha raggiunto livelli di
espressione superiori a 100 pg/g.

Diversamente dai dati ottenuti saggiando le progenie dei trasformati primari a tre
cassette, il contenuto di a-glucosidasi acida in funzione della presenza o meno
del backbone del vettore ha mostrato una distribuzione maggiormente omogenea
tra le linee sebbene i migliori espressori siano risultati positivi al’amplicazione del

tratto esterno.

3.6 Purificazione di GAA

Per la purificazione di GAA da seme di riso, & stato messo a punto un protocollo
che prevede una fase iniziale di preparazione del campione seguita da tre fasi
cromatografiche distinte. Nella Fig. 3.39 viene schematicamente illustrata I'intera

procedura.
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Figura 3.39 Schema riportante le attivita svolte per la purificazione di GAA.

by

Nel protocollo di purificazione & stata determinata la combinazione tra una

cromatografia di affinita con concanavalina A e una successiva cromatografia a

interazione idrofobica (HIC). Di seguito (Figg. 3.40, 3.41) si riportano i

cromatogrammi ottenuti nei due casi.

Figura 3.40 Cromatogramma ConA con evidenziazione delle frazioni contenenti la proteina di

interesse.
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Figura 3.41 Cromatogramma HIC con evidenziazione delle frazioni contenenti la proteina di

interesse.

| saggi ELISA assieme alle analisi in SDS-PAGE hanno permesso di individuare
le frazioni arricchite con GAA aventi la minore quantita di proteine contaminanti.
Le frazioni HIC di interesse sono state riunite e caricate in colonna di gel-
filtrazione per la fase finale di purificazione (polishing). Di seguito (Fig. 3.42) é

riportato Il cromatogramma ottenuto.

Figura 3.42 Cromatogramma GF con evidenziazione delle frazioni contenenti la proteina di

interesse.
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Il passaggio in colonna di gel-filtrazione ha permesso di eliminare la quasi totalita

delle proteine contaminanti presenti nell’eluato HIC (Fig. 3.43).

116 KDa —»
97 KDa —»

Py e

Figura 3.43 Colorazione argentica di SDS-PAGE sul campione ottenuto da gel filtrazione
(Marker SDS 6D2).
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SEZ. B — RISULTATI PER GCasi

3.7 Resintesi genica della GCasi

Il gene codificante la B-glucosidasi acida umana é stato tradotto, in silico, in
proteina; successivamente, a partire dalla sequenza amminoacidica si € operata
una riscrittura genica applicando sia il metodo standard di design fondato sul
codon usage (modificato in relazione ai livelli di espressione genica e al tessuto
di provenienza), sia quello fondato sul codon context, ovvero sulle regole di

vicinanza tra codoni.

3.7.1 Riscrittura della sequenza codificante la GCasi umana secondo il
metodo del codon context

La CDS codificante la GCasi nativa e portante il PS Glub4 gia ottimizzato
secondo il criterio del codon context & stata riscritta applicando le regole del
metodo; per ciascun amminoacido sono stati, quindi, scelti i codoni sinonimi piu
frequenti in funzione del contesto intercodonico per geni alto espressi in seme di

riso.

GCasi riscritta secondo il codon context con PS Glub4 sottolineato (1566 bp):

ATGGCCACCATTGCGTTCTCCCGGCTGTCCATCTACTTCTGCGTGCTGCTGCTGTGCCA
TGGCTCCATGGCCGCGCGGCCCTGCATCCCCAAGTCCTTCGGCTACTCCTCCGTTGTGT
GCGTGTGCAATGCCACCTACTGCGACTCCTTCGACCCTCCCACCTTCCCGGCGCTGGGL
ACCTTCTCCCGGTATGAGTCCACCCGGTCCGGCCGGCGGATGGAGCTGTCCATGGGCCC
CATCCAGGCCAACCACACCGGCACCGGCCTGCTGCTCACCCTGCAGCCGGAGCAGAAGT
TCCAGAAAGTGAAAGGCTTCGGCGGCGCCATGACCGATGCCGCCGCGCTCAACATCCTG
GCGCTGTCCCCTCCGGCGCAGAACCTGCTGCTCAAGTCCTACTTCTCCGAGGAGGGCAT
TGGCTACAACATCATCCGGGTGCCCATGGCGTCCTGCGACTTCTCCATCCGGACCTACA
CCTATGCCGACACCCCGGATGACTTCCAGCTGCACAACTTCTCCCTGCCGGAGGAGGAC
ACCAAGCTCAAGATCCCTCTCATCCACCGGGCGCTGCAGCTGGCGCAGCGGCCGGTGTC
CCTGCTGGCGTCCCCCTGGACCTCCCCCACCTGGCTCAAGACCAATGGCGCCGTGAATG
GCAAAGGCTCCCTCAAAGGCCAGCCGGGCGACATCTACCACCAGACCTGGGCGCGGTAC
TTCGTGAAGTTCCTGGATGCGTATGCCGAGCACAAGCTGCAGTTCTGGGCCGTGACCGC
CGAGAATGAGCCCTCCGCCGGCCTGCTGTCCGGCTACCCCTTCCAGTGCCTGGGCTTCA
CCCCGGAGCACCAGCGGGACTTCATTGCGCGGGACCTGGGCCCCACCCTGGCCAACTCC
ACCCACCACAATGTGCGGCTGCTCATGCTGGATGACCAGCGGCTGCTGCTGCCTCATTG
GGCCAAAGTTGTGCTCACCGACCCGGAGGCCGCCAAGTATGTGCATGGCATTGCCGTGC
ATTGGTACCTGGACTTCCTGGCGCCGGCCAAAGCCACCCTGGGCGAGACCCACCGGCTG
TTCCCCAACACCATGCTGTTCGCGTCCGAGGCGTGCGTTGGCTCCAAGTTCTGGGAGCA
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GTCCGTGCGGCTGGGCTCCTGGGACCGGGGCATGCAGTACTCCCATTCCATCATCACCA
ACCTGCTGTACCATGTTGTTGGCTGGACCGACTGGAACCTGGCGCTCAACCCGGAGGGC
GGCCCCAACTGGGTGCGGAACTTCGTTGACTCCCCCATCATTGTTGACATCACCAAAGA
CACCTTCTACAAGCAGCCCATGTTCTACCACCTGGGCCATTTCTCCAAGTTCATCCCGG
AGGGCTCCCAGCGGGTTGGCCTGGTTGCGTCCCAGAAGAATGACCTGGATGCCGTTGCG
CTCATGCACCCGGATGGCTCCGCCGTTGTTGTTGTGCTCAACCGGTCCTCCAAAGATGT
GCCTCTCACCATCAAAGACCCGGCCGTTGGCTTCCTGGAGACCATCTCCCCGGGCTACT
CCATCCACACCTACCTGTGGCACCGGCAGTGA

La sequenza nucleotidica cosi ottenuta €& stata tradotta in sequenza

amminoacidica:

MATIAFSRLSIYFCVLLLCHGSMAARPCTIP
KSFGYSSVVCVCNATYCDS FDPPTV FEFPALGT
FSRYESTRSGRRMELSMGPIOQANHTGTGTLTL
LTLOPEOQKFQKVKGFGGAMTDAAALNTITLATL
SPPAQNLLLKSYFSEEGIGYNITIRVPMASSTC
DFSIRTYTYADTPDDFQLHNEFSTLPEEVDTI KTL
KIPLIHRALQLAQRPVSLLASPWTS SPTWTLHK
TNGAVNGKGSLKGQPGDIYHQTWARYZFVKTFEF
LDAYAEHKLQFWAVTAENEPSAGLLSGYZPTF
OQOCLGFTPEHOQRDFIARDLGPTLANSTHHNV
RLLMLDDQRLLLPHWAKYVVLTDPEAAKYVH
GIAVHWYLDFLAPAKATLGETHRLEFPNTML
FASEACVGSKFWEOQSVRLGSWDRGMOQYSHS
ITTNLLYHVVGWTDWNILALNPEGGPNWYVZRN
FVDSPIIVDITEKDTFYKQPMFYHLGHEFSIK KTFEF
IPEGSOQRVGLVASQKNDILDAVALMHEPDGSA
VVVVLNRSSKDVPLTIKDPAVGFLETTISZPG®G
Y SIHTYLWHRCOQ™

Nella sequenza sono stati poi individuati elementi omotetrameri CCCC e GGGG:

ATGGCCACCATTGCGTTCTCCCGGCTGTCCATCTACTTCTGCGTGCTGCTGCTGTGCCA
TGGCTCCATGGCCGCGCGGCCCTGCATCCCCAAGTCCTTCGGCTACTCCTCCGTTGTGT
GCGTGTGCAATGCCACCTACTGCGACTCCTTCGACCCTCCCACCTTCCCGGCGCTGGGLC
ACCTTCTCCCGGTATGAGTCCACCCGGTCCGGCCGGCGGATGGAGCTGTCCATGGGLCC
CATCCAGGCCAACCACACCGGCACCGGCCTGCTGCTCACCCTGCAGCCGGAGCAGAAGT
TCCAGAAAGTGAAAGGCTTCGGCGGCGCCATGACCGATGCCGCCGCGCTCAACATCCTG
GCGCTGTCCCCTCCGGCGCAGAACCTGCTGCTCAAGTCCTACTTCTCCGAGGAGGGCAT
TGGCTACAACATCATCCGGGTGCCCATGGCGTCCTGCGACTTCTCCATCCGGACCTACA
CCTATGCCGACACCCCGGATGACTTCCAGCTGCACAACTTCTCCCTGCCGGAGGAGGAC
ACCAAGCTCAAGATCCCTCTCATCCACCGGGCGCTGCAGCTGGCGCAGCGGCCGGTGTC
CCTGCTGGCGTCCCCCTGGACCTCCCCCACCTGGCTCAAGACCAATGGCGCCGTGAATG
GCAAAGGCTCCCTCAAAGGCCAGCCGGGCGACATCTACCACCAGACCTGGGCGCGGTAC
TTCGTGAAGTTCCTGGATGCGTATGCCGAGCACAAGCTGCAGTTCTGGGCCGTGACCGC
CGAGAATGAGCCCTCCGCCGGCCTGCTGTCCGGCTACCCCTTCCAGTGCCTGGGCTTCA
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CCCCGGAGCACCAGCGGGACTTCATTGCGCGGGACCTGGGCCCCACCCTGGCCAACTCC
ACCCACCACAATGTGCGGCTGCTCATGCTGGATGACCAGCGGCTGCTGCTGCCTCATTG
GGCCAAAGTTGTGCTCACCGACCCGGAGGCCGCCAAGTATGTGCATGGCATTGCCGTGC
ATTGGTACCTGGACTTCCTGGCGCCGGCCAAAGCCACCCTGGGCGAGACCCACCGGCTG
TTCCCCAACACCATGCTGTTCGCGTCCGAGGCGTGCGTTGGCTCCAAGTTCTGGGAGCA
GTCCGTGCGGCTGGGCTCCTGGGACCGEGEGEGGCATGCAGTACTCCCATTCCATCATCACCA
ACCTGCTGTACCATGTTGTTGGCTGGACCGACTGGAACCTGGCGCTCAACCCGGAGGGC
GGCCCCAACTGGGTGCGGAACTTCGTTGACTCCCCCATCATTGTTGACATCACCAAAGA
CACCTTCTACAAGCAGCCCATGTTCTACCACCTGGGCCATTTCTCCAAGTTCATCCCGG
AGGGCTCCCAGCGGGTTGGCCTGGTTGCGTCCCAGAAGAATGACCTGGATGCCGTTGCG
CTCATGCACCCGGATGGCTCCGCCGTTGTTGTTGTGCTCAACCGGTCCTCCAAAGATGT
GCCTCTCACCATCAAAGACCCGGCCGTTGGCTTCCTGGAGACCATCTCCCCGGGCTACT
CCATCCACACCTACCTGTGGCACCGGCAGTGA

Gli omotetrameri identificati sono stati eliminati attraverso I'impiego del secondo
o terzo codone sinonimo scelti in base al contesto codonico risultante. Di seguito

viene riportata la sequenza ottenuta sopprimendo tali elementi di disturbo:

ATGGCCACCATTGCGTTCTCCCGGCTGTCCATCTACTTCTGCGTGCTGCTGCTGTGCCA
TGGCTCCATGGCCGCGCGGCCCTGCATTCCCAAGTCCTTCGGCTACTCCTCCGTTGTGT
GCGTGTGCAATGCCACCTACTGCGACTCCTTCGACCCTCCCACCTTCCCGGCGCTGGGC
ACCTTCTCCCGGTATGAGTCCACCCGGTCCGGCCGGCGGATGGAGCTGTCCATGGGTCC
CATCCAGGCCAACCACACCGGCACCGGCCTGCTGCTCACCCTGCAGCCGGAGCAGAAGT
TCCAGAAAGTGAAAGGCTTCGGCGGCGCCATGACCGATGCCGCCGCGCTCAACATCCTG
GCGCTGAGCCCTCCGGCGCAGAACCTGCTGCTCAAGTCCTACTTCTCCGAGGAGGGCAT
TGGCTACAACATCATCCGGGTGCCCATGGCGTCCTGCGACTTCTCCATCCGGACCTACA
CCTATGCCGACACGCCGGATGACTTCCAGCTGCACAACTTCTCCCTGCCGGAGGAGGAC
ACCAAGCTCAAGATCCCTCTCATCCACCGGGCGCTGCAGCTGGCGCAGCGGCCGGTGTC
CCTGCTGGCGTCGCCCTGGACCTCGCCCACCTGGCTCAAGACCAATGGCGCCGTGAATG
GCAAAGGCTCCCTCAAAGGCCAGCCGGGCGACATCTACCACCAGACCTGGGCGCGGETAC
TTCGTGAAGTTCCTGGATGCGTATGCCGAGCACAAGCTGCAGTTCTGGGCCGTGACCGC
CGAGAATGAGCCCTCCGCCGGCCTGCTGTCCGGCTATCCCTTCCAGTGCCTGGGCTTCA
CGCCGGAGCACCAGCGGGACTTCATTGCGCGGGACCTGGGTCCCACCCTGGCCAACTCC
ACCCACCACAATGTGCGGCTGCTCATGCTGGATGACCAGCGGCTGCTGCTGCCTCATTG
GGCCAAAGTTGTGCTCACCGACCCGGAGGCCGCCAAGTATGTGCATGGCATTGCCGTGC
ATTGGTACCTGGACTTCCTGGCGCCGGCCAAAGCCACCCTGGGCGAGACCCACCGGCTG
TTTCCCAACACCATGCTGTTCGCGTCCGAGGCGTGCGTTGGCTCCAAGTTCTGGGAGCA
GTCCGTGCGGCTGGGCTCCTGGGACCGTGGCATGCAGTACTCCCATTCCATCATCACCA
ACCTGCTGTACCATGTTGTTGGCTGGACCGACTGGAACCTGGCGCTCAACCCGGAGGGC
GGGCCCAACTGGGTGCGGAACTTCGTTGACTCGCCCATCATTGTTGACATCACCAAAGA
CACCTTCTACAAGCAGCCCATGTTCTACCACCTGGGCCATTTCTCCAAGTTCATCCCGG
AGGGCTCCCAGCGGGTTGGCCTGGTTGCGTCCCAGAAGAATGACCTGGATGCCGTTGCG
CTCATGCACCCGGATGGCTCCGCCGTTGTTGTTGTGCTCAACCGGTCCTCCAAAGATGT
GCCTCTCACCATCAAAGACCCGGCCGTTGGCTTCCTGGAGACCATCAGCCCGGGCTACT
CCATCCACACCTACCTGTGGCACCGGCAGTGA
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La sequenza é stata poi analizzata con GenScan, NetGene e GeneSplicer per
verificare 'assenza di siti criptici di splicing.

GeneSplicer (software specifico per O. sativa) ha individuato un possibile introne

criptico:
Your sequence has 1566 bp.
Organism : O. sativa (Rice)
acc_Sensitivity (%) :98 acc_threshold :-0.221536
don Sensitivity (%) :98 don_threshold :0.811606
Da=60, Dd=60
End5 | End3 | Score| Confidence| Splice site type|
-------- | ———====] =] === |
1252 1253 1.148815]| Medium| donor

Al fine di risolvere questo aspetto, la sequenza & stata ulteriormente modificata
sempre considerando per ciascun amminoacido le scelte codoniche preferenziali
per il riso (la variazione nucleotidica sinonima ottenuta impiegando il criterio del

condon context € evidenziata in azzurro):

ATGGCCACCATTGCGTTCTCCCGGCTGTCCATCTACTTCTGCGTGCTGCTGCTGTGCCA
TGGCTCCATGGCCGCGCGGCCCTGCATTCCCAAGTCCTTCGGCTACTCCTCCGTTGTGT
GCGTGTGCAATGCCACCTACTGCGACTCCTTCGACCCTCCCACCTTCCCGGCGCTGGGC
ACCTTCTCCCGGTATGAGTCCACCCGGTCCGGCCGGCGGATGGAGCTGTCCATGGGTCC
CATCCAGGCCAACCACACCGGCACCGGCCTGCTGCTCACCCTGCAGCCGGAGCAGAAGT
TCCAGAAAGTGAAAGGCTTCGGCGGCGCCATGACCGATGCCGCCGCGCTCAACATCCTG
GCGCTGAGCCCTCCGGCGCAGAACCTGCTGCTCAAGTCCTACTTCTCCGAGGAGGGCAT
TGGCTACAACATCATCCGGGTGCCCATGGCGTCCTGCGACTTCTCCATCCGGACCTACA
CCTATGCCGACACGCCGGATGACTTCCAGCTGCACAACTTCTCCCTGCCGGAGGAGGAC
ACCAAGCTCAAGATCCCTCTCATCCACCGGGCGCTGCAGCTGGCGCAGCGGCCGGTGTC
CCTGCTGGCGTCGCCCTGGACCTCGCCCACCTGGCTCAAGACCAATGGCGCCGTGAATG
GCAAAGGCTCCCTCAAAGGCCAGCCGGGCGACATCTACCACCAGACCTGGGCGCGGTAC
TTCGTGAAGTTCCTGGATGCGTATGCCGAGCACAAGCTGCAGTTCTGGGCCGTGACCGC
CGAGAATGAGCCCTCCGCCGGCCTGCTGTCCGGCTATCCCTTCCAGTGCCTGGGCTTCA
CGCCGGAGCACCAGCGGGACTTCATTGCGCGGGACCTGGGTCCCACCCTGGCCAACTCC
ACCCACCACAATGTGCGGCTGCTCATGCTGGATGACCAGCGGCTGCTGCTGCCTCATTG
GGCCAAAGTTGTGCTCACCGACCCGGAGGCCGCCAAGTATGTGCATGGCATTGCCGTGC
ATTGGTACCTGGACTTCCTGGCGCCGGCCAAAGCCACCCTGGGCGAGACCCACCGGCTG
TTTCCCAACACCATGCTGTTCGCGTCCGAGGCGTGCGTTGGCTCCAAGTTCTGGGAGCA
GTCCGTGCGGCTGGGCTCCTGGGACCGTGGCATGCAGTACTCCCATTCCATCATCACCA
ACCTGCTGTACCATGTTGTTGGCTGGACCGACTGGAACCTGGCGCTCAACCCGGAGGGC
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GGGCCCAACTGGGTCCGGAACTTCGTTGACTCGCCCATCATTGTTGACATCACCAAAGA
CACCTTCTACAAGCAGCCCATGTTCTACCACCTGGGCCATTTCTCCAAGTTCATCCCGG
AGGGCTCCCAGCGGGTTGGCCTGGTTGCGTCCCAGAAGAATGACCTGGATGCCGTTGCG
CTCATGCACCCGGATGGCTCCGCCGTTGTTGTTGTGCTCAACCGGTCCTCCAAAGATGT
GCCTCTCACCATCAAAGACCCGGCCGTTGGCTTCCTGGAGACCATCAGCCCGGGCTACT
CCATCCACACCTACCTGTGGCACCGGCAGTGA

Ai terminali 5’ e 3’ della nuova sequenza sono stati rispettivamente aggiunti i siti
di restrizione Xba | e Sac |. Di seguito viene riportata la sequenza sintetica
definitiva della GCasi riscritta secondo il metodo del codon context per geni alto

espressi in seme di riso con i siti di restrizione ai terminali:

TCTAGAATGGCCACCATTGCGTTCTCCCGGCTGTCCATCTACTTCTGCGTGCTGCTGCT
GTGCCACGGCTCCATGGCCGCGCGGCCCTGCATTCCCARGTCCTTCGGCTACTCCTCCG
TTGTGTGCGTGTGCAATGCCACCTACTGCGACTCCTTCGACCCTCCCACCTTCCCGGCG
CTGGGCACCTTCTCCCGGTATGAGTCCACCCGGTCCGGCCGGCGGATGGAGCTGTCCAT
GGGTCCCATCCAGGCCAACCACACCGGCACCGGCCTGCTGCTCACCCTGCAGCCGGAGC
AGAAGTTCCAGAAAGTGARAGGCTTCGGCGGCGCCATGACCGATGCCGCCGCGCTCAAC
ATCCTGGCGCTGAGCCCTCCGGCGCAGAACCTGCTGCTCAAGTCCTACTTCTCCGAGGA
GGGCATTGGCTACAACATCATCCGGGTGCCCATGGCGTCCTGCGACTTCTCCATCCGGA
CCTACACCTATGCCGACACGCCGGATGACTTCCAGCTGCACAACTTCTCCCTGCCGGAG
GAGGACACCAAGCTCAAGATCCCTCTCATCCACCGGGCGCTGCAGCTGGCGCAGCGGCC
GGTGTCCCTGCTGGCGTCGCCCTGGACCTCGCCCACCTGGCTCAAGACCAATGGCGCCG
TGAATGGCAAAGGCTCCCTCAAAGGCCAGCCGGGCGACATCTACCACCAGACCTGGGCG
CGGTACTTCGTGAAGTTCCTGGATGCGTATGCCGAGCACAAGCTGCAGTTCTGGGCCGT
GACCGCCGAGAATGAGCCCTCCGCCGGCCTGCTGTCCGGCTATCCCTTCCAGTGCCTGG
GCTTCACGCCGGAGCACCAGCGGGACTTCATTGCGCGGGACCTGGGTCCCACCCTGGCC
AACTCCACCCACCACAATGTGCGGCTGCTCATGCTGGATGACCAGCGGCTGCTGCTGCC
TCATTGGGCCAAAGTTGTGCTCACCGACCCGGAGGCCGCCAAGTATGTGCATGGCATTG
CCGTGCATTGGTACCTGGACTTCCTGGCGCCGGCCAAAGCCACCCTGGGCGAGACCCAC
CGGCTGTTTCCCAACACCATGCTGTTCGCGTCCGAGGCGTGCGTTGGCTCCAAGTTCTG
GGAGCAGTCCGTGCGGCTGGGCTCCTGGGACCGTGGCATGCAGTACTCCCATTCCATCA
TCACCAACCTGCTGTACCATGTTGTTGGCTGGACCGACTGGAACCTGGCGCTCAACCCG
GAGGGCGGGCCCAACTGGGTCCGGAACTTCGTTGACTCGCCCATCATTGTTGACATCAC
CAAAGACACCTTCTACAAGCAGCCCATGTTCTACCACCTGGGCCATTTCTCCAAGTTCA
TCCCGGAGGGCTCCCAGCGGGTTGGCCTGGTTGCGTCCCAGAAGAATGACCTGGATGCC
GTTGCGCTCATGCACCCGGATGGCTCCGCCGTTGTTGTTGTGCTCAACCGGTCCTCCAR
AGATGTGCCTCTCACCATCAAAGACCCGGCCGTTGGCTTCCTGGAGACCATCAGCCCGG
GCTACTCCATCCACACCTACCTGTGGCACCGGCAGTGAENEEE

Traduzione:
MATIAFSRLSIYFCVLLLCHGSMAARPCTITP
KSFGYSSVVCVCNATYCDSFDPPTFEFPALGT
FSRYESTRSGRRMELSMGPIOQANHTGTGTLTL
LTLOQPEQKFQKVKGFGGAMTDAAALNTITLATL
SPPAQNLLLEKSYFSEEGIGYNIIRVPMASTC
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DFSIRTYTYADTPDDFOQLHNEFSILPEETDTIE KTL
KIPLIHRALQLAQRPVSLLASPWTSPTWLHK
TNGAVNGKGSLKGQPGDIYHOQTWARYZFVKTE
LDAYAEHKLOQFWAVTAENEZPSAGLILSGY?PF
QCLGFTPEHOQRDFIARDLGPTLANSTHUHNYV
RLLMLDDOQRLLLPHWAKYVVLTDPEAAKYVH
GIAVHWYLDFLAPAKATLGETHRLEFPNTML
FASEACVGSKFWEOQSVRLGSWDRGMOQYSHS
IITTNLLYHVVGWTDWNLALNPEGGPNWYVRN
FVDSPIIVDITKDTFYKQPMFYHLGHZEFSIKTFEF
IPEGSQRVGLVASQKNDLDAVALMHPDGSA
VVVVLNRSSKDVPLTIEKDPAVGFEFLETTI®SZPG
Y SIHTYLWHRDQ™

3.7.2 Riscrittura della sequenza codificante la GCasi umana secondo il
metodo del codon usage

La sequenza codificante la B-glucosidasi acida umana nativa € stata rivista sulla
base del codon usage di Oryza sativa e dei dati ottenuti dal lavoro di analisi di
sequenze nucleotidiche codificanti per geni altamente espressi in seme. Per
migliorare il costrutto di espressione di GCasi in riso alla sequenza della proteina
matura si € anteposto il peptide della glutelina 4 e si & proceduto alla sintesi

artificiale.

GCasi riscritta con sottolineato il PS Glub4 ottimizzato secondo il codon usage
(1566 bp)

ATGGCCACCATCGCCTTCAGCAGGCTCAGCATCTACTTCTGCGTGCTCCTCCTCTGCCA
CGGCAGCATGGCCGCCAGGCCTTGCATCCCTAAGAGCTTCGGCTACAGCAGCGTGGTGT
GCGTGTGCAACGCCACCTACTGCGACAGCTTCGACCCTCCTACCTTCCCTGCCCTCGGC
ACCTTCAGCAGGTACGAGAGCACCAGGAGCGGCAGGAGGATGGAGCTCAGCATGGGCCC
TATCCAGGCCAACCACACCGGCACCGGCCTCCTCCTCACCCTCCAGCCTGAGCAGAAGT
TCCAGAAGGTGAAGGGCTTCGGCGGCGCCATGACCGACGCCGCCGCCCTCAACATCCTC
GCCCTCAGCCCTCCTGCCCAGAACCTCCTCCTCAAGAGCTACTTCAGCGAGGAGGGCAT
CGGCTACAACATCATCAGGGTGCCTATGGCCAGCTGCGACTTCAGCATCAGGACCTACA
CCTACGCCGACACCCCTGACGACTTCCAGCTCCACAACTTCAGCCTCCCTGAGGAGGAC
ACCAAGCTCAAGATCCCTCTCATCCACAGGGCCCTCCAGCTCGCCCAGAGGCCTGTGAG
CCTCCTCGCCAGCCCTTGGACCAGCCCTACCTGGCTCAAGACCAACGGCGCCGTGAACG
GCAAGGGCAGCCTCAAGGGCCAGCCTGGCGACATCTACCACCAGACCTGGGCCAGGTAC
TTCGTGAAGTTCCTCGACGCCTACGCCGAGCACAAGCTCCAGTTCTGGGCCGTGACCGC
CGAGAACGAGCCTAGCGCCGGCCTCCTCAGCGGCTACCCTTTCCAGTGCCTCGGCTTCA
CCCCTGAGCACCAGAGGGACTTCATCGCCAGGGACCTCGGCCCTACCCTCGCCAACAGC
ACCCACCACAACGTGAGGCTCCTCATGCTCGACGACCAGAGGCTCCTCCTCCCTCACTG
GGCCAAGGTGGTGCTCACCGACCCTGAGGCCGCCAAGTACGTGCACGGCATCGCCGTGC
ACTGGTACCTCGACTTCCTCGCCCCTGCCAAGGCCACCCTCGGCGAGACCCACAGGCTC
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TTCCCTAACACCATGCTCTTCGCCAGCGAGGCCTGCGTGGGCAGCAAGTTCTGGGAGCA
GAGCGTGAGGCTCGGCAGCTGGGACAGGGGCATGCAGTACAGCCACAGCATCATCACCA
ACCTCCTCTACCACGTGGTGGGCTGGACCGACTGGAACCTCGCCCTCAACCCTGAGGGC
GGCCCTAACTGGGTGAGGAACTTCGTGGACAGCCCTATCATCGTGGACATCACCAAGGA
CACCTTCTACAAGCAGCCTATGTTCTACCACCTCGGCCACTTCAGCAAGTTCATCCCTG
AGGGCAGCCAGAGGGTGGGCCTCGTGGCCAGCCAGAAGAACGACCTCGACGCCGTGGLC
CTCATGCACCCTGACGGCAGCGCCGTGGTGGTGGTGCTCAACAGGAGCAGCAAGGACGT
GCCTCTCACCATCAAGGACCCTGCCGTGGGCTTCCTCGAGACCATCAGCCCTGGCTACA
GCATCCACACCTACCTCTGGCACAGGCAGTGA

Traduzione:

MATIAFSRLSIYFCVLLLCHGSMAARPCTIP
KSFGYSSVVCVCNATYCDSFEFDPPTEFEFPALGT
FSRYESTRSGRRMELSMGPIOQANHTGTGTLTL
LTLOPEOQKFQKVKGFGGAMTDAAALNTITLATL
SPPAQNLLLKSYFSEEGIGYNTITIRVPMASTC
DFSIRTYTYADTPDDFQLHNEFOSILPEEVDTI KL
KIPLIHRALQLAQRPVSLLASPWTSPTWLHK
TNGAVNGKGSLKGQPGDIYHOQTWARYZFVKTE
LDAYAEHKLQFWAVTAENEPSAGLLSGYZPTF
OQOCLGFTPEHOQRDFIARDLGPTLANSTHUHNYV
RLLMLDDQRLLLPHWAKVVLTDPEAAKYVH
GIAVHWYLDFLAPAKATLGETHRLFPNTML
FASEACVGSKFWEOQSVRLGSWDRGMOQYSHS
ITTNLLYHVVGWTDWNILALNPEGGPNWYVZRN
FVDSPIIVDITEKDTFYKQPMFYHILGHEFSIK KTFEF
IPEGSQRVGLVASQKNDLDAVALMHEHPDGSA
VVVVLNRSSKDVPLTIKDPAVGFLETTISZPG®G
Y SIHTYLWHRCOQ™

La sequenza é stata analizzata per la ricerca di introni criptici; GeneSplicer ha

individuato possibili siti criptici di splicing, come riportato nella figura seguente:

Your sequence has 1566 bp.
Organism : O. sativa (Rice)
acc_Sensitivity (%) :98 acc_threshold :-0.221536

don Sensitivity (%) :98 don_threshold :0.811606
Da=60, Dd=60

End5 | End3 | Score| Confidence| Splice site type|
———————— | - - === =]
1275] 1274 | 2.388000 | Medium| acceptor
1342 | 1343 2.822243| Medium | acceptor
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Per ovviare a questo problema si € deciso di modificare la sequenza riscritta
tramite I'uso del secondo codone piu frequente (la variazione nucleotidica

sinonima ottenuta € evidenziata in azzurro):

ATGGCCACCATCGCCTTCAGCAGGCTCAGCATCTACTTCTGCGTGCTCCTCCTCTGCCA
CGGCAGCATGGCCGCCAGGCCTTGCATCCCTAAGAGCTTCGGCTACAGCAGCGTGGTGT
GCGTGTGCAACGCCACCTACTGCGACAGCTTCGACCCTCCTACCTTCCCTGCCCTCGGC
ACCTTCAGCAGGTACGAGAGCACCAGGAGCGGCAGGAGGATGGAGCTCAGCATGGGLCCC
TATCCAGGCCAACCACACCGGCACCGGCCTCCTCCTCACCCTCCAGCCTGAGCAGAAGT
TCCAGAAGGTGAAGGGCTTCGGCGGCGCCATGACCGACGCCGCCGCCCTCAACATCCTC
GCCCTCAGCCCTCCTGCCCAGAACCTCCTCCTCAAGAGCTACTTCAGCGAGGAGGGCAT
CGGCTACAACATCATCAGGGTGCCTATGGCCAGCTGCGACTTCAGCATCAGGACCTACA
CCTACGCCGACACCCCTGACGACTTCCAGCTCCACAACTTCAGCCTCCCTGAGGAGGAC
ACCAAGCTCAAGATCCCTCTCATCCACAGGGCCCTCCAGCTCGCCCAGAGGCCTGTGAG
CCTCCTCGCCAGCCCTTGGACCAGCCCTACCTGGCTCAAGACCAACGGCGCCGTGAACG
GCAAGGGCAGCCTCAAGGGCCAGCCTGGCGACATCTACCACCAGACCTGGGCCAGGTAC
TTCGTGAAGTTCCTCGACGCCTACGCCGAGCACAAGCTCCAGTTCTGGGCCGTGACCGC
CGAGAACGAGCCTAGCGCCGGCCTCCTCAGCGGCTACCCTTTCCAGTGCCTCGGCTTCA
CCCCTGAGCACCAGAGGGACTTCATCGCCAGGGACCTCGGCCCTACCCTCGCCAACAGC
ACCCACCACAACGTGAGGCTCCTCATGCTCGACGACCAGAGGCTCCTCCTCCCTCACTG
GGCCAAGGTGGTGCTCACCGACCCTGAGGCCGCCAAGTACGTGCACGGCATCGCCGTGC
ACTGGTACCTCGACTTCCTCGCCCCTGCCAAGGCCACCCTCGGCGAGACCCACAGGCTC
TTCCCTAACACCATGCTCTTCGCCAGCGAGGCCTGCGTGGGCAGCAAGTTCTGGGAGCA
GAGCGTGAGGCTCGGCAGCTGGGACAGGGGCATGCAGTACAGCCACAGCATCATCACCA
ACCTCCTCTACCACGTGGTGGGCTGGACCGACTGGAACCTCGCCCTCAACCCTGAGGGC
GGCCCTAACTGGGTGAGGAACTTCGTGGACAGCCCGATCATCGTGGACATCACCAAGGA
CACCTTCTACAAGCAGCCTATGTTCTACCACCTCGGCCACTTCTICCAAGTTCATCCCTG
AGGGCAGCCAGAGGGTGGGCCTCGTGGCCAGCCAGAAGAACGACCTCGACGCCGTGGLC
CTCATGCACCCTGACGGCAGCGCCGTGGTGGTGGTGCTCAACAGGAGCAGCAAGGACGT
GCCTCTCACCATCAAGGACCCTGCCGTGGGCTTCCTCGAGACCATCAGCCCTGGCTACA
GCATCCACACCTACCTCTGGCACAGGCAGTGA

La sequenza cosi ottenuta & stata nuovamente analizzata con GeneSplicer per

verificare I'eliminazione dei siti criptici di splicing identificati:

Your sequence has 1566 bp.
Organism : O. sativa (Rice)
acc_Sensitivity (%) :98 acc_threshold :-0.221536
don Sensitivity (%) :98 don threshold :0.811606
Da=60, Dd=60

End5| End3| Score| Confidence| Splice site type]
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Per la sub-clonazione della CDS riscritta nel vettore di espressione, sono stati
aggiunti i siti di restrizione Xba | e Sac |, rispettivamente al terminale 5’ e 3’ della
nuova sequenza. Dal momento che l'analisi di restrizione ha evidenziato la
presenza di un ulteriore sito Sac | all'interno della versione sintetica, si € deciso
di modificare la sequenza di riconoscimento dellenzima di restrizione
impiegando il secondo codone sinonimo (evidenziato in rosso nella sequenza in

basso).

Di seguito si riporta la sequenza artificiale definitiva e completa:

TCTAGAATGGCCACCATCGCCTTCAGCAGGCTCAGCATCTACTTCTGCGTGCTCCTCCT
CTGCCACGGCAGCATGGCCGCCAGGCCTTGCATCCCTAAGAGCTTCGGCTACAGCAGCG
TGGTGTGCGTGTGCAACGCCACCTACTGCGACAGCTTCGACCCTCCTACCTTCCCTGCC
CTCGGCACCTTCAGCAGGTACGAGAGCACCAGGAGCGGCAGGAGGAT GIEMBCTCAGCAT
GGGCCCTATCCAGGCCAACCACACCGGCACCGGCCTCCTCCTCACCCTCCAGCCTGAGC
AGAAGTTCCAGAAGGTGAAGGGCTTCGGCGGCGCCATGACCGACGCCGCCGCCCTCAAC
ATCCTCGCCCTCAGCCCTCCTGCCCAGAACCTCCTCCTCAAGAGCTACTTCAGCGAGGA
GGGCATCGGCTACAACATCATCAGGGTGCCTATGGCCAGCTGCGACTTCAGCATCAGGA
CCTACACCTACGCCGACACCCCTGACGACTTCCAGCTCCACAACTTCAGCCTCCCTGAG
GAGGACACCAAGCTCAAGATCCCTCTCATCCACAGGGCCCTCCAGCTCGCCCAGAGGCC
TGTGAGCCTCCTCGCCAGCCCTTGGACCAGCCCTACCTGGCTCAAGACCAACGGCGCCG
TGAACGGCAAGGGCAGCCTCAAGGGCCAGCCTGGCGACATCTACCACCAGACCTGGGCC
AGGTACTTCGTGAAGTTCCTCGACGCCTACGCCGAGCACAAGCTCCAGTTCTGGGCCGT
GACCGCCGAGAACGAGCCTAGCGCCGGCCTCCTCAGCGGCTACCCTTTCCAGTGCCTCG
GCTTCACCCCTGAGCACCAGAGGGACTTCATCGCCAGGGACCTCGGCCCTACCCTCGCC
AACAGCACCCACCACAACGTGAGGCTCCTCATGCTCGACGACCAGAGGCTCCTCCTCCC
TCACTGGGCCAAGGTGGTGCTCACCGACCCTGAGGCCGCCAAGTACGTGCACGGCATCG
CCGTGCACTGGTACCTCGACTTCCTCGCCCCTGCCAAGGCCACCCTCGGCGAGACCCAC
AGGCTCTTCCCTAACACCATGCTCTTCGCCAGCGAGGCCTGCGTGGGCAGCAAGTTCTG
GGAGCAGAGCGTGAGGCTCGGCAGCTGGGACAGGGGCATGCAGTACAGCCACAGCATCA
TCACCAACCTCCTCTACCACGTGGTGGGCTGGACCGACTGGAACCTCGCCCTCAACCCT
GAGGGCGGCCCTAACTGGGTGAGGAACTTCGTGGACAGCCCGATCATCGTGGACATCAC
CAAGGACACCTTCTACAAGCAGCCTATGTTCTACCACCTCGGCCACTTCTCCAAGTTCA
TCCCTGAGGGCAGCCAGAGGGTGGGCCTCGTGGCCAGCCAGAAGAACGACCTCGACGCC
GTGGCCCTCATGCACCCTGACGGCAGCGCCGTGGTGGTGGTGCTCAACAGGAGCAGCAA
GGACGTGCCTCTCACCATCAAGGACCCTGCCGTGGGCTTCCTCGAGACCATCAGCCCTG
GCTACAGCATCCACACCTACCTCTGGCACAGGCAGTGAENEEE

3.7.3 Analisi della sequenza
Le due versioni sintetiche (GCasi CC e GCasi CU) sono state analizzate per
valutare nel dettaglio la composizione strutturale di ciascuna sequenza.

Confrontando le CDS artificiali con quella nativa si ottengono i seguenti risultati:
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ANALISI GCasi NATIVA GCasi CC GCasi CU
% identita 82 80
% GC totale 55.81 63.28 63.66
di cui
% GC in terza posizione 29.24 31.09
% codoni terminantiin Go C 67.04 87.73 93.29
% TA totale 4419 36.72 36.34
CpG totale 44 107 88
TpA totale 47 20 31
TATA 1 0 0
AATAAA 0 0 0
ATTTA 0 0 0
AAA 10 9 0
AAAA 3 0 0
TTT 11 2 1
TTTT 1 0 0
CCC 37 38 37
CCcCC 11 0 3
GGG 23 24 23
GGGG 5 0 1
Intercodoni CG 16 45 88
Intercodoni TA 14 0 11

Tabella 3.3 Risultati ottenuti attraverso I'analisi della sequenza GAA nativa, riscritta secondo il

metodo del codon context (CC) e del codon usage (CU).

3.8 Realizzazione dei vettori di espressione per GCasi

3.8.1 pCAMBIA1300_GCasi nativa_PMI e pCAMBIA1300_GCasi
nativa_PMI_FxAntiFx

Il gene PMI (manA) precedentemente isolato e stato (cfr. § 3.2.1) inserito nel
vettore intermedio ottenuto dalla digestione di pCAMBIA1300 e del plasmide
portante la cassetta completa per l'espressione della B-glucosidasi nativa
(promotore GluB4-GCasi nativa- terminatore NOS ter) con EcoR | (Fig. 3.45).
Successivamente alla ligation e alla trasformazione di cellule JM101 di E. coli, le
colonie trasformate sono state selezionate mediante PCR. La Fig. 3.44 mostra gli

amplificati ottenuti utilizzando primer specifici per GCasi.
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1500 bp —»

Figura 3.44 Corsia 1: Ladder 1 kb (NEB); 2-6: colonie saggiate mediante PCR.
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Figura 3.45 Realizzazione del vettore pCAMBIA1300_GCasi nativa.
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Come ulteriore controllo, due colonie sono state verificate mediante digestioni
enzimatiche con Xba | ed EcoR | (Fig. 3.46).

3000 bp —>

1500 bp —»

Figura 3.46 Corsia 1: Ladder 1 kb (NEB); 2: campione non digerito; 3-4: digestione con EcoR I;
5-6: digestione con Xba I.

Un ulteriore controllo mediante digestione con Sac | ha consentito di verificare
I'orientamento della cassetta inserita. In caso di orientamento corretto i due siti
Sac | sono distanti tra loro e generano un frammento di ~3104 bp; se viceversa
I'orientamento non & quello desiderato, i due siti sono vicini tra loro rendendo un
frammento di 276 bp. La Fig. 3.47 mostra i profili di restrizione ottenuti che sono
risultati corrispondere a quelli attesi in caso di corretto orientamento della

cassetta.

<«— 3000 bp

Figura 3.47 Corsie 1-2: digestione con Sac |; 3: Ladder 1 kb (NEB).
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Nel vettore pCAMBIA1300_GCasi nativa cosi ottenuto si & proceduto
all'introduzione del gene PMI precedentemente sintetizzato e clonato in pGEM-T
mediante digestione con Xho |. Tale operazione ha consentito la rimozione del
gene hptll da pCAMBIA1300_GCasi nativa_NOS ter e la sua sostituzione con il
gene PMI a saldatura avvenuta (Fig. 3.48).
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NOS ter
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358
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HPTH NATIVA
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EcoRI

355 NOS ter

camv

GCasi Xbal

MNATIVA

FUTR
camV GluB-4

pCAMBIA1300_GGasi NATIVA_PMI
13185 bp

rep ori
STAreg

Figura 3.48 Realizzazione del vettore finale a due cassette pPCAMBIA_GCasi nativa_PMI.

Il costrutto pCAMBIA1300_ GCasi nativa-NOS ter PMI cosi ottenuto € stato

controllato attraverso digestioni enzimatiche e utilizzato per la trasformazione di
A. tumefaciens EHA 105 effettuata mediante elettroporazione.

La verifica del costrutto trasferito in agrobatterio € avvenuta su due colonie
trasformate (1 e 2) sia tramite digestioni di controllo con gli enzimi EcoR |, EcoR

V, Xho |, Pme | (Fig. 3.49), sia mediante PCR.

Figura 3.49 Corsia 1: Ladder 1 kb (NEB); 2: colonia 1 digestione Xho I; 3: colonia 1 digestione
EcoR V; 4: colonia 1 digestione EcoR I; 5: colonia 1 digestione Pme I; 6: colonia 2 digestione Xho

I; 7: colonia 2 digestione EcoR V; 8: colonia 2 digestione EcoR I; 9: colonia 1 digestione Pme |.

In Fig. 3.50 sono mostrati gli amplificati ottenuti impiegando primer specifici per il
gene PMI (PMI for/PMI rev) e GCasi (riceTPO for/GLU rev). Solo la colonia 1 di

agrobatterio € risultata positiva all’analisi PCR.
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2000 bp—»

Figura 3.50 Corsia 1: Ladder 1 kb (NEB); 2: acqua; 3: colonia 1 saggiata con PMI for/PMI rev; 4:
colonia 2 saggiata con PMI for/PMI rev; 5: acqua; 6: colonia 1 saggiata con riceTPO for/GLU rev:

7: colonia 2 saggiata con riceTPO for/GLU rev.

Nel vettore pCAMBIA_GCasi nativa-NOS ter_ PMI & stata introdotta la terza
cassetta (FxAntiFx), secondo la medesima procedura gia descritta
precedentemente nel caso della GAA (cfr. § 3.2.4), producendo il vettore finale a

tre cassette (Fig. 3.51).

355 NOS ter

pai Callv GCasi

NATIVA

GluB-4

Tmlter

Kana R

pCAMBIA1300_GCasi NATIVA_PMI_FxAntiFX Fuc-Xil A
D rep ori 18749 bp

\ Intr cre

x\’s" rep Xil-Fuc S
STAreg Ubit

S

Figura 3.51 Rappresentazione schematica del vettore finale a tre cassette pPCAMBIA1300_GCasi
nativa_PMI_FxAntiFx.

Quattro colonie sono state analizzate per verificare il corretto orientamento della
cassetta inserita attraverso digestione con Spe | (Fig. 3.52) e nuovamente
controllate mediante PCR (Fig. 3.53) con primer specifici (PMI for/PMI rev;
riceTPO for/GLU rev). Due colonie hanno dato risultati positivi a entrambi i

controlli; una di queste & stata scelta per la trasformazione di agrobatterio.
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10000 bp —»

3000 bp —»

Figura 3.52 Corsia 1: Ladder 1 kb (NEB); 2: colonia 1 digestione Spe I; 3: colonia 2 digestione

Spe 1; 4: colonia 3 digestione Spe [; 5: colonia 4 digestione Spe I.

2000 bp —>

Figura 3.53 Corsia 1: Ladder 1 kb (NEB); 2: colonia 1 saggiata con PMI for/PMI rev; 3: colonia 2
saggiata con PMI for/PMI rev; 4: colonia 3 saggiata con PMI for/PMI rev; 5: colonia 4 saggiata
con PMI for/PMI rev; 6: colonia 1 saggiata con riceTPO for/GLU rev; 7: colonia 2 saggiata con
riceTPO for/GLU rev; 8: colonia 3 saggiata con riceTPO for/GLU rev; 9: colonia 4 saggiata con
riceTPO for/GLU rev.

3.8.2 pCAMBIA1300_GCasi CC-NOS ter_PMI_FxantiFX e
pCAMBIA1300_GCasi CU-Nos ter_PMI_FxantiFX

Per la realizzazione dei vettori finali di espressione portanti le versioni sintetiche
del gene GCasi (GCasi CC e GCasi CU) si € proceduto per sostituzione della
CDS codificante la B-glucosidasi nativa nel vettore preparativo pSV_GCasi
mediante digestione con Xba | e Sac |. Gli inserti corrispondenti alle sequenze
GCasi CC e GCasi CU sono state recuperate dai plasmidi, in cui sono stati
clonati dalla ditta incaricata della loro sintesi, attraverso digestione congiunta con

i medesimi enzimi. La presenza delle sequenze riscritte € stata verificata
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mediante digestioni con Xho | e Sma |. La scelta di operare tali digestioni
enzimatiche va ricercata nel fatto che la sequenza CC e CU portano
rispettivamente Sma | e Xho | come sito aggiuntivo. La Figura 3.54 evidenzia i
profili di restrizione ottenuti: due colonie putativamente trasformate con il
plasmide pSV_GCasi CC hanno mostrato i risultati attesi mentre la digestione di

tutte e tre le colonie pSV_GCasi CU ha dato esito positivo.

9 10 11 12 13

10000 bp —>

1000 bp —>

Figura 3.54 Corsia 1: Ladder 1 kb (Promega); 2-4: colonie pSV_GCasi CC saggiate mediante
digestione con Xho |; 5-7: colonie pSV_GCasi CU saggiate mediante digestione con Xho I; 8-10:
colonie pSV_GCasi CC saggiate mediante digestione con Sma [; 11-13: colonie pSV_GCasi CU

saggiate mediante digestione con Sma |.

L’integrita dei siti terminali (Xba | e Sac |) € stata confermata tramite digestione

doppia con gli stessi enzimi (Fig. 3.55).

2000 bp —>
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Figura 3.55 Corsia 1: Ladder 1 kb (Invitrogen); 2-4: colonie pSV_GCasi CC digerite con Xba | e
Sac |; 5-7: colonie pSV_GCasi CU digerite con Xba |l e Sac I.

| plasmidi portanti le CDS CC e CU sono stati sottoposti a digestione con EcoR |
in modo da recuperare gli inserti e consentirne lintroduzione nel vettore
pCAMBIA1300_GCasi nativa_PMI anch’esso tagliato con EcoR |I.
Successivamente alla saldatura e alla trasformazione di cellule JM101 di E. coli,

sono state eseguite digestioni di controllo con i seguenti enzimi di restrizione:
Xho |, Sma |, EcoR | (Fig. 3.56).

g8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
10000 bp —> :

1000 bp —>

Figura 3.56 Corsia 1: Ladder 1 kb (Promega); 2-5: colonie pCAMBIA1300_GCasi CU_PMI
digerite con Xho |; 6-9: colonie pCAMBIA1300_GCasi CC_PMI digerite con Sma |; 10-13:
pCAMBIA1300_GCasi CC_PMI digerite con EcoR 1; 13-17: pCAMBIA1300_GCasi CU_PMI
digerite con EcoR |.

Successivamente sono stati prodotti i vettori finali a tre cassette tramite
inserimento della cassetta per il silenziamento rispettivamente nel vettore
pCAMBIA1300_GCasi CC_PMI e pCAMBIA1300_GCasi CU_PMI. | costrutti
finali pCAMBIA1300 GCasi CC_PMI_FxAntiFx e pCAMBIA1300_ GCasi
CU_PMI_FxAntiFx (Fig. 3.57) sono stati, quindi, utilizzati per la trasformazione di
A. tumefaciens EHA 105 effettuata mediante elettroporazione.

GluB-4 GluB-4

KanaR Tmlter

p!:AMBMﬂCIl]_GEasi CC_PMI_FxAntiFx Fuc-Xil A
D ep ori 18749 bp

\ Intr cre

pvStrep Xil-Fuc S
%1 Ubit

A RBR B

KanaR Tmlter

pC_AMBIA13Ul]_GCasi CU_PMI_FxAntiFx Fuc-Xil A
L)repor 18749 bp

Intr cre

PVS1rep Xil-Fuc S
STAreg Ubi1

S

RER
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Figura 3.57 Rappresentazione schematica dei vettori finali pPCAMBIA_GCasi CC_PMI_FxAntiFx
(A) e pPCAMBIA_GCasi CU_PMI_FxAntiFx (B).

3.9 Analisi sulla progenie

L’analisi DAS-ELISA sul seme prodotto dai trasformati primari, ottenuti dalla
trasformazione con i diversi vettori di espressione, ha permesso di valutare
I'effetto delle tre sequenze sinonime (nativa, riscritta CC e CU) sui livelli di
espressione della proteina ricombinante e, successivamente, di individuare le
linee aventi il maggior contenuto di enzima nellendosperma di riso. In
particolare, il migliore espressore GCasi € stato scelto per la semina al fine di
ottenere la successiva generazione di piante T».

A questo scopo € stato sviluppato un protocollo di selezione basato
sull’estrazione di proteine totali da seme e sulla quantificazione della proteina di

interesse mediante saggio immunologico DAS-ELISA.

3.9.1 Prove di estrazione di proteine totali da semi GCasi

Alla luce delle evidenze ottenute negli esperimenti di estrazione proteica
impiegando due diversi sistemi di macinazione (cfr. § 3.5.1), si & deciso di
allestire ulteriori prove variando la velocita delle oscillazioni/minuto del mulino a
sfere. In particolare, sono state impiegate velocita di 10, 20 e 30
oscillazioni/minuto, indicate rispettivamente V1, V2, V3. Come riportato in Grafico
3.7, & stato osservata una riduzione della capacita di estrazione proteica al
diminuire della velocita impiegata per la macinazione. Infatti, il maggior contenuto
di GCasi é stato rilevato in campioni macinati utilizzando lo strumento alla
velocita piu elevata testata (V3), che é& risultata essere anche la velocita
massima utilizzabile, oltre la quale la capacita di estrazione viene quasi

totalmente abbattuta (dati non mostrati).
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Grafico 3.7 Contenuto di GCasi in campioni sottoposti a macinazione con mulino a sfere a tre

diverse velocita di oscillazioni/minuto e macina caffe.

3.9.2 Validazione del saggio DAS-ELISA

Analogamente a quanto descritto nel paragrafo 3.5.2, & stato allestito un
esperimento per la validazione del saggio DAS-ELISA impiegato nella
determinazione del contenuto di proteina GCasi nel seme. Diluizioni 1:20, 1:30,
1:40 dell’estratto tal quale sono state confrontate con le medesime diluzioni del
campione cui €& stato aggiunto lo standard (Cerezyme) a concentrazione nota
(Tab. 3.4).

Diluizioni [1 campi_one tal quale [] (_:ampione con Valore
senza aggiunta standard | aggiunta standard atteso
1:20 0.97 1.88 1.77 +/- 0.265
1:30 1.07 2.00 1.87 +/- 0.280
1:40 1.08 1.85 1.88 +/- 0.282

Tabella 3.4 Concentrazioni dell’estratto GCasi diluito 1:20, 1:30, 1:40 rilevate in
assenza/presenza dello standard a concentrazione nota e valori attesi nel range di validita (+/-
15%).
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Come si osserva nel Grafico 3.8, le concentrazioni ottenute alle diverse diluizioni
sono state pressocché le stesse; inoltre, i dati relativi ai campioni trattati con lo
standard sono ricaduti all'interno dellintervallo di validita (+/- 15%) stabilito come

indice di non interferenza.

— 2,50
=]
&
£ 2,00 — L —
5 1,50 +— O aggiunta Cerezyme
(L)
(]
5 4| T .| | @senzaaggiunta
'g 1,00 Cerezyme
o
€ 0,50 — |
m b
(8]
5
o 0,00 T T

1:20 1:30 1:40

Diluizioni estratto

Grafico 3.8 Confronto tra le concentrazioni di GCasi ottenute a tre diverse diluizioni dell’estratto

nel campione tal quale e dopo aggiunta dello standard in quantita nota (Cerezyme).

3.9.3 Valutazione dell’effetto della riscrittura genica sui livelli di
espressione della proteina ricombinante

Per valutare sperimentalmente i miglioramenti dei livelli di espressione
apportabili tramite design genico in silico, le progenie di 50 trasformati primari
ottenuti con i costrutti pCAMBIA1300_GCasi nativa_PMI_FxAntiFx, pCAMBIA
1300_GCasi CC e pCAMBIA1300_GCasi CU_FxAntiFx sono state analizzate
mediante estrazione di proteine totali e successivo saggio immunologico DAS-
ELISA. Le linee considerate sono state scelte a caso (cioé indipendentemente da
qualsiasi criterio specifico, quali ad es. periodo di raccolta, entita della
produzione, posizione all’interno dell’ambiente di coltivazione).

Di seguito si riportano i dati ottenuti, ordinati in senso crescente, per ciascuna
popolazione di trasformati primari (Graf. 3.9). Il contenuto di enzima ricombinante
nel seme €& espresso come microgrammi di proteina di interesse per grammo di

farina di riso ottenuta tramite macinazione.
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Grafici 3.9 Contenuto in GCasi rilevato nel seme prodotto da 50 trasformati primari scelti a caso
e ottenuti con i costrutti a tre cassette portanti rispettivamente le sequenze GCasi nativa, GCasi
CC, GCasi CU.
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Per riconfermare l'attendibilita del metodo, l'intera procedura di estrazione e
valutazione in ELISA €& stata ripetuta sui medesimi 50 trasformati primari,
analizzando statisticamente i risultati ottenuti nei due saggi indipendenti.
Dall’analisi statistica sono stati esclusi i campioni che in almeno uno dei due
saggi avevano evidenziato un contenuto in GCasi inferiore a 2 pg/uL, in quanto
valore estremo della curva di taratura. Come evidenziato in Graf. 3.10, 3.11,
3.12, & stata osservata una buona ripetibilita dei dati analitici. In particolare, circa
I'88%, I'81% e il 72% della variazione osservata rispettivamente nei dati relativi
alla progenie GCasi nativa, Gcasi CC e GCasi CU, é risultata essere spiegata in
base a una correlazione dei valori ottenuti in due estrazioni separate; inoltre, la
pendenza della retta di regressione (coefficiente angolare b) non & apparsa

significativamente diversa da 1.
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Grafici 3.10, 3.11, 3.12. Analisi della regressione condotta sulle serie di dati ottenuti per le

medesime piante GCasi nativa, GCasi CC e GCasi CU in due estrazioni separate.

Al fine di determinare I'effetto delle tre sequenze codificanti sinonime sul livello

massimo di espressione della proteina, & stato confrontato il contenuto medio di

enzima ricombinante ottenuto dalle due analisi indipendenti nelle tre popolazioni

transgeniche analizzate come riportato in Grafico 3.13. | dati ottenuti hanno

evidenziato un aumento dei livelli di proteina nel seme dei trasformati primari

GCasi CC, confermando sperimentalmente il miglioramento nell’espressione

endosperma-specifica realizzabile attraverso la riscrittura in silico secondo il

metodo del codon context.
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Grafico 3.13 Confronto dei livelli di espressione nelle popolazioni GCasi

GCasi CU.
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3.9.4 Selezione del migliore espressore GCasi CC

Sulla base delle evidenze sperimentali ottenute dal confronto dei livelli di
espressione delle tre sequenze sinonime, si & deciso di estendere l'analisi
allintero numero di trasformati primari GCasi CC allo scopo di identificare il
miglior espressore la cui progenie potesse essere impiegata per produrre la
successiva generazione T,; 40 semi di ciascuna pianta sono stati, quindi,
sottoposti a estrazione proteica e saggio DAS-ELISA. La selezione €& stata
condotta su un totale di 114 linee; il seme di 37 piante € risultato pressoché privo
di GCasi (nell’'estratto saggiato in ELISA erano, infatti, presenti concentrazioni
inferiori al valore minimo utilizzato nella costruzione della curva di taratura,
ovvero 2 pg/pL) mentre il contenuto di proteina di interesse € risultato variare

notevolmente tra le restanti linee come si osserva nel seguente grafico.
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140

120

100

80

60

Contenuto GCasi (ug/g)

40

. 1l
. ,,,,,-,.,.,.,.,.,.,.,.,.,u,u,|,|,|,|,|,|,|,|,I,I,I,I,I,I,I,I,I,| ML ,|, ,|,

1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43 46 49 52 55 58 61 64 67 70 73 76

N° di piante

Grafico 3.14 Contenuto di GCasi rilevato nel seme prodotto dai trasformati primari GCasi CC.

Considerata la netta superiorita di due trasformati primari (contenuto GCasi
maggiore di 100 pg/g), essi sono stati sottoposti a esami piu approfonditi per una
valutazione del contributo offerto dai singoli semi allammontare complessivo di
enzima ricombinante presente nei rispettivi lotti. A tal fine, dai trasformati primari
CC22 e CC26 sono stati isolati 22 semi, analizzati singolarmente. Anche in
questo caso, per valutare il contenuto di GCasi, gli estratti proteici ottenuti dai

singoli semi sono stati analizzati in DAS-ELISA.
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| risultati ottenuti nelle due linee sono riportati in ordine crescente nei Grafici 3.15

e 3.16. Appare evidente la presenza in ciascun gruppo di una variabilita di

espressione imputabile alla segregazione del/i transgenel/i. E’ inoltre facilmente

osservabile una distribuzione dei dati maggiormente discreta nel caso della linea

CC26.
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Grafici 3.15 e 3.16. Risultati ottenuti su estratti proteici da seme singolo delle linee CC22 e

CC26. La presenza di concentrazioni di GCasi inferiori al valore minimo utilizzato nella

costruzione della curva di taratura (2 pg/pL) € indicata con un asterisco.
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Dati i risultati ottenuti, la linea identificata per la semina & stata il trasformato
primario CC26. Tale linea, infatti, ha presentato una distribuzione dei dati
maggiormente discreta a livello di analisi del singolo seme e il piu alto livello di

espressione di GCasi.

3.9.5 Identificazione delle piante T, altamente produttive

Dalla semina della linea GCasi CC26 ¢ stata generata una popolazione di piante
T, che sono state analizzate al fine identificare gli individui altamente produttivi.
La selezione delle linee GCasi CC26 T, & stata condotta su un totale di 250
piante. Di queste 53 non hanno evidenziato espressione della proteina di
interesse. Per una semplificazione grafica di seguito vengono rappresentati i
livelli di enzima ricombinante nel seme relativo ai 50 migliori espressori (Graf.
3.17) sui quali successivamente & stato eseguita I'analisi su seme singolo. Le
piante T, altamente produttive hanno mostrato un contenuto di B-glucosidasi
acida variabile, compreso tra 150 e 270 ug/g, evidenziando un significativo
incremento nella produzione di proteina ricombinante rispetto alla generazione

precedente.
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Grafico 3.17 Contenuto GCasi nel seme dei 50 migliori espressori T,.

Dopo aver effettuato la selezione delle piante T, altamente produttive, sulle
medesime é stato determinato il contenuto di beta-glucosidasi acida mediante

analisi su seme singolo.
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A titolo esemplificativo vengono riportati nei Grafici. 3.18 e 3.19 i risultati relativi

all'analisi degli estratti proteici ottenuti da 12 singoli semi valutati in DAS-ELISA

per 2 individui T2 che hanno presentato semi privi di proteina di interesse (null),

indicati con un asterisco, e 2 individui T, per i quali si & osservata una maggiore

stabilita del transgene.
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Grafico 3.18 Risultati relativi all’analisi degli estratti proteici ottenuti da 12 singoli semi valutati in

DAS-ELISA per 2 individui T, privi di semi null.
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Grafico 3.19 Risultati relativi all'analisi degli estratti proteici ottenuti da 12 singoli semi valutati in
DAS-ELISA per 2 individui T, con semi null.
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4. DISCUSSIONE

La presente tesi si inserisce nel’ambito della produzione di proteine eterologhe
di interesse farmacologico basata sullimpiego di piante come bioreattori. In
particolare, la ricerca é stata rivolta al miglioramento dei livelli di espressione di
a- e B-glucosidasi agendo a livello sia di ottimizzazione codonica, sia di elementi
di regolazione (sequenze 3’-UTR). Il lavoro svolto si &, quindi, articolato nella
realizzazione e sviluppo delle prime fasi del processo di produzione: dalla
trascrizione alla traduzione della proteina ricombinante, allaccumulo in
comportamenti subcellulari adeguati sino all’estrazione delle proteine dal tessuto
target e alla valutazione del contenuto degli enzimi ricombinanti di interesse.
Nell’ambito del presente lavoro, la scelta di utilizzare il riso come specie ospite e,
in particolare, la varieta waxy CR W3 & stata compiuta per soddisfare i criteri di
biosicurezza nell’ottica di un eventuale rilascio in campo delle linee trasformate.
La varieta di riso CR W3, costituita dallEnte Nazionale Risi per I'estrazione
industriale di amido, presenta caratteri merceologici molto differenti rispetto alle
varieta destinate al consumo alimentare. Allo stato attuale, questa varieta é
coltivata unicamente dall’Ente Nazionale Risi presso il Centro Ricerche sul Riso,
Castello d’Agogna (PV) su una superficie alquanto limitata e al solo scopo di
mantenimento nel registro nazionale delle varieta di riso. E’ interessante rilevare
che I'impiego di CR W3 ai fini del presente lavoro & stato suggerito proprio
dall’Ente costitutore nella consapevolezza dell’esistenza in CR W3 di una serie di
caratteri assolutamente peculiari. E’ innanzitutto una varieta del tutto inadatta al
consumo alimentare, poiché non tiene la cottura (Fig. 4.1). Tale caratteristica &
determinata dalla presenza di un endosperma di tipo glutinoso, ossia con
scarsissimo contenuto in amilosio; quest’ultimo aspetto associato a un profilo
della cariosside arrotondato (rapporto lunghezza/larghezza inferiore a 1.75) la
differenzia nettamente dalla stragrande maggioranza delle varieta iscritte al

registro (Fig. 4.2).
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Figura 4.1 Differenze tra un tipo di riso alimentare adatto al consumo (Carnaroli) e la var. CR

Wa3. A: forma della cariosside; B: tenuta alla cottura.

rapporta L/ PROFILO
4 CARIOSSIDE
+
-
i * :
+
35 ' UL Lungo B
. ) R (tipo indica)
* .N’
L] Fi . - L]
3 ’ * e
* *
. B e Affusolato
> .
254 . 0." . .5 .
\ *
+
5 :':' d * Semi-
& e S ey e i affusolato
by ¢ *
2 SO i
. i Yo by Semi-arrotondato
LS . J
i L ) +
.3.0Rm .. % }"
15 \ Arrotondato
1 t : ¥ : t
0 5 10 14 2 2 0
% amilosio

Figura 4.2 Distribuzione delle varieta di riso iscritte al registro nazionale in relazione al contenuto

in amilosio e al rapporto lunghezzal/larghezza della cariosside.

La precocita di fioritura e I'elevato livello di autogamia rende meno probabile
I'esoincrocio di CR W3 con varieta coltivate e con il riso crodo. Diversamente da
altre varieta a granello tondo come Selenio, Balilla e Centauro, CR W3 presenta
apice della cariosside pigmentato, visibile gia a maturazione latteo-cerosa. In CR
W3 il grado di suberificazione del pedicello di attacco al rachide & inferiore
rispetto a molte varieta; cido determina una maggiore resistenza del panicolo alla

sgranatura e in generale una maggiore difficolta di distacco delle cariossidi,
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anche a seguito di eventi metereologici avversi (Fig. 40). Dal confronto della
resistenza dei semi alla sgranatura di una linea CR W3 e CR W3 trasformata
con 7 varieta di riso commerciali rappresentative di un diverso comportamento
alla trebbiatura si &€ osservato che la pianta GM mantiene la caratteristica
resistenza alla sgranatura tipica di CR W3 (Fig. 4.3).

Inoltre, CR W3 non alletta ed é resistente al brusone.
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Figura 4.3 Resistenza dei semi alla sgranatura in CR W3, CR W3 trasformata e 7 varieta di riso
commerciali. La forza di distacco della cariosside dal pedicello € stata misurata con un

dinanometro ed espressa in Newton (N).

La scelta di sviluppare una strategia di sintesi nel’endosperma di riso € stata
dettata da diverse caratteristiche favorevoli del sito di accumulo.
Nell’endosperma, infatti, le proteine ritrovano un ambiente naturalmente
predisposto al loro stoccaggio in una biomassa altamente conservabile e ricca di
compartimenti subcellulari.

Quando espresse in seme, le proteine ricombinanti rimangono stabili per anni,
anche se conservate a temperatura ambiente; nel seme infatti esse trovano una
matrice inerte con bassa umidita (14%), a basso contenuto lipidico (2.2%), ricca
in inibitori di proteasi, isomerasi, chaperoni e povera di sostanze che possono
interferire con i successivi processi di estrazione e purificazione. Inoltre, a
differenza di altre specie vegetali come ad esempio il tabacco, il seme di riso pud
essere processato in modo da separare le componenti metabolicamente attive

del seme, quali 'embrione, da quelle inerti, come I'endosperma. Tale aspetto

159



Tesi di Dottoraro di Serena Versolatto, discussa presso I'Universita degli Studi di Udine

risulta fondamentale nella produzione di proteine eterologhe fitotossiche; le
proteine di interesse possono, infatti, essere accumulate in maniera specifica
nel’endosperma evitando possibili interferenze con il metabolismo della pianta e,
in particolare, dell’embrione.

E’ noto da precedenti studi che la GCasi ricombinante & di per s& dannosa
allorganismo vegetale; la produzione costitutiva di GCasi in foglia risulta a tal
punto problematica da escludere ogni reale utilita del sistema (Reggi et al.,
2005). Il confinamento dell’'espressione di GCasi nel seme di tabacco ha
consentito una risoluzione seppur parziale dei problemi di fitotossicita. Tuttavia,
'accumulo di elevate quantita di p-glucosidasi acida ha indotto la perdita di
germinabilita del seme di tabacco (Reggi et al., 2005).

Per affrontare queste problematiche nel presente lavoro si €& cercato di
sviluppare una piattaforma di sintesi delle proteine di interesse in endosperma di
riso sfruttando gli aspetti favorevoli di questa matrice.

Inoltre, tale soluzione consente di raggiungere un altro importante risultato:
ridurre il grado di contaminazione proteica dell’ambiente, ovvero la diffusione di

proteine al di fuori dei normali confini biologici.

Per realizzare un’espressione endosperma-specifica degli enzimi lisosomiali
oggetto di studio, le relative CDS sono state poste sotto il controllo del promotore
della glutelina 4 di riso e di una sequenza leader artificiale LL-TCK; cid allo scopo
di ottenere elevati livelli di accumulo della proteina.

Il leader LL-TCK €& una sequenza non tradotta in 5 (5-UTR) adatta
allottenimento di livelli di espressione elevati e rispondente a una serie di
requisiti importanti per un’efficiente traduzione dellmRNA:

1. sito di inizio trascrizione (/nr) del promotore CaMV 35S (Guilley et al.,
1982) per un efficiente capping dellmRNA;

2. lunghezza superiore a 40 nt per favorire il riconoscimento del primo AUG
come codone di inizio autentico (Kozak, 1989) e il reclutamento di piu
subunita ribosomiali 40S;

3. sequenza ricca in elementi CT, in analogia a molti leader vegetali (Bolle
et al., 1996);

4. contenuto complessivo in GC inferiore al 40%.
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In esperimenti precedenti (De Amicis et al., 2007) si & evidenziato che LL-TCK &
in grado di determinare un innalzamento dei livelli sia di traduzione, sia di
trascrizione del gene di interesse. L’effetto di LL-TCK ¢ stato studiato in tabacco,
utilizzando il promotore costitutivo CaMV 35S e il gene uidA codificante per
'enzima B-glucuronidasi (GUS) determinando un aumento della concentrazione
di enzima rispetto alla sequenza leader naturale di circa 12 volte.

| promotori delle gluteline sono gia stati impiegati con successo nell’espressione
o nella sovraespressione di molte proteine ricombinanti in seme di riso, quali ad
es.: la B-faseolina per I'incremento del contenuto in lisina (Zheng et al., 1995); la
ferritina di soia per migliorare I'apporto di ferro (Goto et al., 1999); la lattoferrina
per aumentare I'assorbimento del ferro e proteggere I'organismo dall’attacco di
virus e batteri (Nandi et al., 2002); il lisozima per aumentare le difese contro
microorganismi patogeni (Yang et al., 2003); gli enzimi coinvolti nella biosintesi
del B-carotene ovvero della provitamina A affinché attraverso la dieta possa
essere migliorato lo stato delle mucose e ridotta I'incidenza delle varie forme di
cecita nella popolazione infantile (Ye et al., 2000).

I promotore piu frequentemente utilizzato per I'espressione di proteine
eterologhe in endosperma di riso & quello della Glutelina 1 (GluB1) (Yu et al.,
2005); in questo lavoro, € stato invece scelto il promotore della Glutelina 4 in
quanto la sua sequenza viene attivata da fattori transagenti presenti unicamente
nel’endosperma e la sua forza trascrizionale appare superiore a quella di altri
promotori seme-specifici, incluso GluB1 (Qu e Takaiwa, 2004). In effetti, dai dati
sperimentali raccolti sulla progenie dei trasformati migliori € anticipabile che il
livello di espressione raggiunto per le proteine ricombinanti di interesse sia
almeno 120 mg di proteina ricombinante per kg di seme. Questi valori indicano
livelli di produzione ancora superiori ad altre proteine ricombinanti prodotte in
seme di riso (Nandi et al., 2005) e confermano la competitivita del sistema
pianta rispetto ad altri sistemi di espressione rappresentati da fermentatori
batterici, colture cellulari e sistemi animali. Questi risultati sono da considerarsi
comunque preliminari; notevoli miglioramenti potranno essere apportati alle rese
con la messa a punto di sistemi di estrazione e purificazione su scala
industriale, l'ulteriore selezione delle linee produttive, la fissazione del transgene
allo stato omozigote e condizioni di crescita naturali delle piante attraverso la

coltivazione in campo. Dai dati ottenuti nel presente lavoro € emerso che la sola
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sostituzione del macinacaffe con il mulino a sfere ha consentito di migliorare la
capacita di estrazione delle proteine GAA e GCasi di piu di due volte (cfr. Graf.
3.2) e che l'attivita si selezione condotta sulle progenie GCasi CC puo condurre
a un aumento di produzione pari a 2 volte il quantitativo iniziale. Tali risultati
assumono un’importanza tanto maggiore nel caso della produzione di a- e B-
glucosidasi acida ricombinante considerando le elevati dosi di sommistrazione
degli enzimi richieste per sostenere un’efficace terapia enzimatica sostituiva.
L’accumulo, l'attivita e la stabilita di una proteina ricombinante sono inoltre
vincolate al rispetto di condizioni chimico-fisiche e biochimiche. Non tutti i
compartimenti cellulari si prestano in ugual modo a fornire un ambiente idoneo al
processamento e allo stoccaggio di proteine diverse (Schillberg et al., 1999); in
particolare, il targeting sub-cellulare influenza i processi di ripiegamento,
assemblaggio e modificazione post-traduzionale di una proteina (Twyman et al.,
2003). A tale proposito, va rilevato che sia GAA sia GCasi sono glicoproteine
caratterizzate da una complessa struttura terziaria. Inoltre, GCasi acquisisce
attivita catalitica solo a fronte della presenza di un oligosaccaride nel primo sito
di N-glicosilazione. Pertanto, € assolutamente necessario provvedere a un invio
di entrambe le proteine nel lume del reticolo endoplasmatico (RE).

A tal fine, il peptide segnale nativo umano dell’a-glucosidasi acida & stato
sostituito con quello della glutelina 4 (GIluB 4) di riso, la cui sequenza
nucleotidica é stata ottimizzata applicando le regole del codon context in modo
da ottenere un innalzamento nell’efficienza di sintesi della proteina. La decisione
di utilizzare PS Glub4 in luogo di quello nativo trova spiegazione nella possibilita
che peptidi segnali umani espressi in pianta possano non essere riconosciuti e
rimossi; la mancata rimozione del peptide segnale pud determinare I'ancoraggio
della proteina alla membrana del RE ostacolandone il corretto avvolgimento nella
forma biologicamente attiva (Yan et al., 1997).

Va rilevato, inoltre, che in precedenti lavori condotti dalla sezione di Genetica del
DiSA tale peptide segnale é risultato funzionale ed € stato correttamente rimosso
dalla proteina precursore all’atto del versamento nel RE.

L’'invio della proteina ricombinante al RE e il successivo indirizzamento ai
vacuoli di immagazzinamento proteico (PSV) é stato effettivamente confermato
da prove di immunolocalizzazione in semi trasformati GAA e GCasi svolte

esternamente a questa tesi.
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Il vettore scelto per I'espressione degli enzimi lisosomiali € stato pCAMBIA1300
oppurtunamente modificato al fine di ottemperare agli obblighi imposti dalla
Direttiva 2001/18/CE e vigenti all’interno degli Stati membri dell’Unione Europea.
Tale normativa ha stabilito una progressiva eliminazione dei marcatori di
resistenza agli antibiotici presenti nelle piante geneticamente modificate (PGM),
entro la scadenza posta al 31 dicembre 2008 per le PGM rilasciate a scopo di
ricerca o di sviluppo. Questa linea guida impone, quindi, al ricercatore la messa a
punto di nuovi protocolli per la trasformazione e la selezione delle PGM allo
scopo di ottenere piante marker-free. In tale contesto normativo & stato messo a
punto un sistema di selezione positiva, in cui le piante portanti il gene di
selezione possiedono un vantaggio metabolico o di sviluppo rispetto a quelle non
trasformate, basato sull'impiego del gene codificante la fosfomannosio isomerasi
come marcatore selezionabile. In ragione di tale decisione si & proceduto alla
sostituzione del gene hptll con il gene manA (PMI) isolato da E. coli nei vettori di
espressione. || metodo sviluppato ha previsto tre cicli di selezione caratterizzati
dallimpiego di substrati di coltura contenenti concentrazioni crescenti di
mannosio e concentrazioni decrescenti di saccarosio. La Figura 4.4 mostra una
tipica piastra di selezione dei calli embriogenici di riso con PMI: i calli non
trasformati appaiono di colore bruno; viceversa quelli bianchi portano il gene per
la fosfomannosio isomerasi e acquisiscono la capacita di crescere nel mezzo

selettivo.

Figura 4.4 Selezione dei calli embriogenici di riso basata su PMI come marker selezionabile e

mannosio come agente selettivo.
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In vista di un eventuale rilascio delle PGM in campo e in ottemperanza alla
vigente normativa europea, sono state condotte, inoltre, analisi molecolari allo
scopo di rilevare la presenza di sequenze estranee al T-DNA, in generale definite
come backbone del vettore. Nonostante per molto tempo si sia assunto che solo
le porzioni comprese tra i due border repeats si trasferissero alla pianta,
numerosi studi hanno dimostrato che il trasferimento di segmenti “non T-DNA”
del vettore utilizzato per la trasformazione mediata da A. tumefaciens non é
infrequente (De Buck et al., 2000; Martineu et al., 1994; Yin e Wang, 2000). In
molti casi, tali sequenze risultano legate al T-DNA attraverso il left border (LB), il
right border (RB) o entrambi. Sono stati proposti due meccanismi per spiegare il
fenomeno: da un lato, il LB non agirebbe da sito bersaglio nella reazione di taglio
richiesta per rilasciare il T-DNA a singolo filamento (van der Graaff et al., 1996);
dall’altro il LB potrebbe funzionare come RB (Huang et al., 2004).

Nel presente lavoro l'inserimento del backbone del vettore & stato verificato
tramite PCR sui trasformati primari pCAMBIA1300_GAA CC-GluB4ter PMI e
pCAMBIA1300_GAA CC-GluB4 ter PMI_FxAntiFx. | risultati hanno indicato una
percentuale di individui positivi allamplificazione pari al 29.10% nelle linee
trasformate con il vettore a due cassette; tale valore € risultato aumentare al
64.25% nella popolazione di trasformati primari portanti le tre cassette. Dai dati
disponibili in letteratura emerge che la percentuale di inserimento di sequenze
backbone € tipicamente compresa tra il 20 e il 50% e pud talvolta raggiungere
valori intorno al 75% (Kononov et al., 1997; Kim et al., 2003).

In uno studio condotto da Yin e Wang (2000) in piante di riso trasformate & stato
riportato, inoltre, il trasferimento non solo di un tratto esterno ai border repeats
ma dellintero vettore e di una seconda copia di T-DNA. Se questo tipo di
trasferimento ha luogo, il numero di copie di T-DNA pud aumentare. Alla luce di
questi risultati, € stata verificata l'ipotesi di una possibile correlazione tra
produttivita e presenza del backbone.

In particolare, una corrispondenza significativa tra il maggior contenuto di
proteina GAA e presenza di sequenze diverse dal T-DNA ¢ stata osservata nella
popolazione pCAMBIA_GAA CC-GluB4 ter PMI_FxAntiFx; infatti, gli individui
PCR-positivi al tratto esterno si sono dimostrati i migliori espressori. Cid potrebbe
essere spiegato con il trasferimento in pianta di piu copie di T-DNA che
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porterebbero a un aumento del contenuto di a-glucosidasi acida rilevato nel
seme.

Diversamente dai dati ottenuti saggiando le progenie dei trasformati primari a tre
cassette, il contenuto di GAA ricombinante in funzione della presenza o meno del
backbone vettoriale ha mostrato una distribuzione maggiormente omogenea tra
le linee pCAMBIA_GAA CC-GluB4 ter_PMI sebbene i migliori espressori siano
risultati positivi al’amplicazione del tratto esterno.

La possibile correlazione tra produttivita e presenza del backbone € un aspetto
particolarmente controverso per le proteine ricombinanti prodotte in pianta di cui
si intenda effettuare il rilascio in campo. Se da un lato, infatti, I'incremento del
contenuto di enzima ricombinante rappresenta un parametro fondamentale per
'applicabilita industriale di tale sistema eterologo di espressione ed &, quindi,
auspicabile, dall'altro I'inserimento di sequenze del vettore estranee al T-DNA
puod costituire un ostacolo all’accettazione della notifica per la possibile presenza
di geni che conferiscono resistenza ad antibiotici nel backbone del vettore. Infatti,
la normativa europea, come gia ricordato, ne ha disposto la graduale
eliminazione, sebbene la FDA (Food and Drug Administation) ritenga che l'uso di

geni di resistenza agli antibiotici debba essere valutato caso per caso.

Nonostante le problematiche di carattere regolatorio-normativo, le piante
transgeniche costituiscono senza dubbio una piattaforma promettente per
I'espressione di una varieta di proteine eterologhe. Tuttavia i livelli di produzione
delle stesse rappresentano ancora un fattore critico determinante per le
applicazioni dei sistemi basati sui bioreattori vegetali.
Come noto, espressione e accumulo delle molecole ricombinanti in pianta sono
regolati a livello sia trascrizionale sia post-traduzionale e coinvolgono una
molteplicita di fattori quali la forza del promotore, la stabilita dellmRNA,
I'efficienza di traduzione, il targeting subcellulare e I'impiego di appropriate
sequenze non tradotte in 3’ (3’-UTR) come terminatori (Streatfield, 2007; Knirsch
et al., 2000 ).
Numerosi studi sono stati condotti per esplorare gli aspetti relativi al controllo
dell’espressione  genica concentrando [l'attenzione sull’isolamento e
caratterizzazione di promotori forti (Guilchley et al., 1982; Christensen et al.,
1992; Lamacchia et al., 2001; Qu e Takaiwa, 2004; Qu et al., 2008).
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Le regioni 3-UTR rivestono un ruolo importante nella regolazione
dell’espressione genica influenzando I'accumulo del’mRNA, la stabilita e
I'efficienza del processo di traduzione (Atwater et al., 1990; Bashirullah et al.,
2001; Hollans et al., 2002; Merritt et al., 2008). Nelle piante non esiste una
sequenza universalmente conservata, quale 'esamero AATAAA identificato nei
mammiferi, responsabile del processamento all’estremita 3’; questo rende
difficile I'elaborazione di un modello predittivo. Gli ipotetici segnali consistono di
un elemento FUE (Far Upstream Element), una e o piu regioni ricche in A note
come NUE (Near Upstream Element) e una regione ricca in U localizzata a
monte, a valle o fiancheggiante il CS (Cleavage polyadenilation site).

Il terminatore Nos (nopalina sintasi) combinato con promotori eterologhi &
ampiamente utilizzato per esprimere transgeni in pianta (Depicker et al., 1982).
Tuttavia, per un accumulo ottimale delle proteine ricombinanti e per una
produzione su scala industriale si rende necessario indagare ulteriormente le
funzioni delle sequenza 3’-UTR.

Terminatori di geni vegetali diversi si sono, infatti, dimostrati efficienti nel
contribuire alla regolazione quantitativa dell’espressione genica. Il terminatore
del gene Me1 ha portato un aumento dei livelli di espressione del reporter GUS
in foglia senza alterarne il pattern di espressione (Ali e Taylor, 2001). La regione
3’-UTR del gene manganese superossido dismutasi ha assunto una funzione di
enhancer traduzionale in vivo (Knirsch e Clerch, 2000) mentre il 3'-UTR del
gene GS; di soia ha influenzato la stabilita del’mRNA e I'accumulo della proteina
in pinate transgeniche di tabacco ed erba medica (Ortega et al., 2006). Piu
recentemente Takaiwa et al. (2008) hanno dimostrato che I'impiego combinato di
promotore e terminatore derivante dallo stesso gene (GluB1) aumenta la stabilita
del’mRNA inducendo un incremento dei livelli di espressione che in alcuni casi
ha raggiunto il 15% delle proteine totali. Il miglioramento apportabile con l'utilizzo
di promotore-terminatore del medesimo gene € stato dimostrato anche in specie
diverse dal riso.

Alla luce di queste evidenze e della necessita di aumentare i livelli di espressione
degli enzimi ricombinanti di interesse per abbattere i costi di produzione e
conseguentemente il prezzo dei farmaci per la ERT, si € deciso di combinare il
terminatore GluB4 con il promotore del medesimo gene; questultimo gia
impiegato in precedenti esperimenti.
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Di seguito e riportata la sequenza 3’-UTR di GluB4 sintetizzata evidenziando i
segnali ipotetici che ne regolano il processamento:

-98 -65

GAGCTCTGTACTAATGAAATAGTATAGGTGTATCAAAAARATART

-70
GCCACAAGTATGTGAAACTTTGTGGCGGTTCTGTTCTAAGTTTAT

-26 -10 0
GAAGCACTERFARAATGCTACAACTGTTTTGTTCPTTTGTTGTGT

+28 +46

CAATATAGGTGAGACCATGTTTTGGTAGTTTACATHEEEERTTTG

CCCATAGTAGATAGATCTCAAAGCAGATTCGGTGCCAGGTATAAC
+145
TTGTCAATGCTATATTTTAATCTCAGAATTATTAT GAAGAGATA.

EARATGCTTATGAATTC

Figura 4. Sequenza del terminatore GluB-4 impiegato con evidenziazione del sito CS (in rosso),

degli elementi FUE (in azzurro) e NUE (in verde), dellesamero AAGAAA (in rosa).

Per valutare l'effetto del terminatore, sono stati valutati i livelli di espressione
della proteina GCasi in piante ingegnerizzate con il costrutto portante il
terminatore NOS e in piante ottenute dalla trasformazione con il nuovo
terminatore GluB4. In entrambi i casi la sequenza 3'-UTR é& stata associata al
promotore della glutelina 4. Confrontando il contenuto di proteina di interesse
nelle due popolazioni considerate, si & osservato un netto incremento nei livelli di
espressione di GAA a seguito dell’inserimento del terminatore GluB4 (cfr. Graf.
3.4). In particolare, nel seme della linea GAA CC-GluB4 ter avente il maggior
contenuto di enzima ricombinante si sono raggiunti livelli di produzione pari a
circa 150 pg/g, piu di due volte superiore a quelli rilevati nel migliore espressore
GAA CC_NOS ter (circa 65 ug/g).

Nel presente lavoro sono state saggiate due versioni artificiali sinonime
codificanti la GCasi matura utilizzando come termine di confronto il cDNA
umano, al fine di valutare l'effetto sul livello massimo di espressione della
proteina delle 3 sequenze codificanti. In particolare, le due versioni sintetiche del
gene, denominate GCasi CC e GCasi CU sono il risultato di un’attivita di design

genico. Ciascuna sequenza codificante € stata inserita nel vettore di espressione
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in sostituzione della versione umana nativa, dando luogo a tre cassette tra loro
differenti unicamente per questo aspetto.

La decisione di operare la riscrittura genica trova evidenza nella natura
degenerata del codice genetico universale; una stessa proteina, infatti, puo
essere codificata da diversi codoni sinonimi. E stato dimostrato che i differenti
organismi mettono in atto una scelta selettiva, non casuale e specie-specifica di
tali codoni, nota come dialetto codonico o codon usage. L’esistenza dei dialetti
codonici influisce sulla espressione del transgene sia in termini di riconoscimento
della sequenza, sia sul livello di espressione della stessa. Alcuni studi hanno
permesso di evidenziare differenze nel codon usage tra piante monocotiledoni e
dicotiledoni (Kawabe e Miyshita, 2003).

Per tali motivi in questa tesi si € deciso di riscrivere il gene GCasi utilizzando sia
il metodo del codon context, sia quello del codon usage, entrambi indirizzati a
codificare proteine alto-espresse in endosperma di riso.

La CDS della B-glucosidasi acida e stata, quindi, tradotta in silico in proteina;
successivamente, a partire dalla sequenza amminoacidica si € operata una
doppia scrittura della GCasi applicando in un caso il metodo standard di design
genico fondato sul codon usage modificato per ottenere un’elevata espressione
in seme di riso e, in un altro, quello desunto sulla base del codon context basato
sull’'uso dei codoni piu frequenti in relazione al contesto intercodonico.

Dalle analisi di sequenza eseguite € emerso che le versioni sintetiche mostrano
una composizione strutturale molto simile tra loro sia relativamente al contenuto
GC espresso in termini percentuali (63%), sia per quanto riguarda la
soppressione dei segnali di instabilita e di elementi di disturbo quali omotetrameri
costituiti da sole citosine e guanine, seppur con una diversa incidenza dei
dinucleotidi CpG e degli intercodoni CspGs. Il contributo di questi elementi &,
infatti, risultato variare nei due casi: nella sequenza CC si & osservato una piu
alta frequenza di CpG (107 vs. 88) mentre in CU I'aumento nel contenuto in GC
€ per lo piu imputabile al maggior numero di intercodoni C3pG4 (88 vs. 45).
Nonostante la diversa distribuzione degli elementi CG intracodonici e
intercodonici, le due sequenze non appaiono tra loro molto diverse. Questo dato
non deve, pero, sorprendere poiché gia studi precedenti (Venturini et al., 2000)
avevano evidenziato che la differenza tra le due metodologie di design genico

risulta piu rilevante nel caso di geni appartenenti alla classe dicotiledoni.
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Sebbene i geni sintetici CC e CU abbiano mostrato un alto livello di identita, con
la sequenza umana nativa (rispettivamente pari all82 e 80%), non sono
sovrapponibili rispetto alla CDS umana a causa di un differente contenuto in GC
totale e una diversa incidenza di elementi CpG intracodonici e intercodonici
(C3pG4), nonché di elementi omotrimeri e omotetrameri formati da sole citosine e
guanine. Se comparate con la sequenza originale, le sequenza sintetiche
mostrano una composizione strutturale diversa; la percentuale di GC totale
calcolata & stata particolarmente alta, pari al 63%, come atteso per geni
altamente espressi in cereali (Guo et al., 2007) che possono raggiungere valori
in GC intorno al 60-70% (Bernardi, 1985). In particolare, si &€ osservata una piu
alta frequenza di dinucleotidi CpG, a dimostrazione del fatto che i genomi delle
monocotiledoni non evitano l'utilizzo dei codoni NCG (De Amicis e Marchetti,
2000) e di elementi C3pGa. Inoltre, sono stati aboliti gli omotetrameri costituiti da
sole citosine e quelli formati da sole guanine, in linea con le osservazioni
ottenute in un precedente lavoro (De Amicis e Marchetti, 2000) e con la
dimostrazione degli effetti negativi dei G-runs sulla stabilita dellmRNA
(Williamson, 1994).

In aggiunta, gli omotrimeri sono risultati ridotti ed eventuali sequenze che
potevano costituire siti criptici di splicing eliminate.

L’analisi delle sequenze sintetiche ha, inoltre, evidenziato un’alta frequenza di
codoni terminanti in G o C, pari all'87.73 e 93.29% nel caso rispettivamente di
GCasi CC e CU; in studi precedenti (Venturini, 2006) era stato osservato un
netto aumento nella incidenza dei codoni terminanti in G o in C passando da geni
debolmente espressi a quelli altamente espressi, a conferma dell’esistenza di
una relazione tra contenuto in GC in terza posizione (N3) e livello di espressione.
Al fine di determinare I'effetto delle tre sequenze codificanti sinonime sul livello
massimo di espressione della proteina, & stato confrontato il contenuto medio di
enzima ricombinante ottenuto dalle due analisi indipendenti nelle tre popolazioni
transgeniche analizzate come riportato (cfr. Graf. 3.13). | dati ottenuti hanno
evidenziato un aumento dei livelli di proteina nel seme dei trasformati primari
GCasi CC rispetto sia alla sequenza nativa, sia a quella riscritta secondo il
criterio del codon usage. | risultati sperimentali hanno, quindi, indicato una
superiorita del metodo basato sull'impiego dei codoni contesto a fronte di una
composizione strutturale delle versioni sintetiche non dissimile tra loro.
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5. CONCLUSIONI

La produzione e I'impiego di piante geneticamente modificate rappresenta senza
dubbio uno degli argomenti piu discussi e controversi degli ultimi anni soprattutto
per le perplessita suscitate e percepite da una parte dell’opinione pubblica
sullonda di una accentuata emotivita e di un timore diffuso e atavico verso cio
che ancora non si € sperimentato e che scardina le convinzioni comuni. Se da un
lato questi timori possono essere compresi come parte del’animo umano,
dall'altro essi appaiono il frutto di una disinformazione generalizzata e di un
allarmismo che nulla ha a che vedere con la ricerca e il riscontro scientifico. E,
infatti, importante sottolineare come non vi siano evidenze relative a un reale
danno sull’ambiente e sulla salute umana provocato dall'utilizzo e immissione di
piante geneticamente modificate. La stessa normativa europea estremamente
restrittiva verso le PGM si fonda sul principio di precauzione. Tra le
problematiche connesse alla trasformazione genetica delle piante I'accettazione
sociale assume, quindi, una particolare rilevanza.

Al di la di questo scetticismo culturale, senza alcun dubbio l'impiego di piante
geneticamente modificate apre la strada a una evoluzione dei sistemi agricoli
attuali e al progresso sociale attraverso lo sviluppo di nuove varieta che
renderanno disponibili alimenti arricchiti in vitamine, sali minerali o nutraceutici
capaci di ridurre lincidenza di determinate carenze alimentari oppure la
realizzazione di bioreattori verdi per la sintesi di proteine di interesse
farmaceutico nella lotta contro alcune malattie rare e forme tumorali. Alcuni
esempi sono forniti dalla produzione del Golden Rice, varieta di riso arricchite
con pro-vitamina A (Ye at al., 2000) o biofortificate per I'assunzione di una
quantita maggiore di Fe e Zn (Vasconcelos et al., 2003) o piante geneticamente
modificate per la produzione di vaccini anti-tumorali paziente specifici.
L’espressione di proteine eterologhe in pianta offre, in particolare, prospettive
estremamente interessanti nellabbattimento dei costi di produzione e
nellampliamento dei volumi produttivi (Kusnadi et al., 1997). | bioreattori vegetali
costituiscono una valida ed efficiente alternativa ai sistemi tradizionale basati su
cellule batteriche (Fischer e Emans, 2000), di lievito o mammifere. Ai costi di
investimento ridotti e alla rapidita nella produzione, si aggiungono la possibilita di

ottenere elevate quantita di proteina ricombinante e la capacita di attuare
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modificazioni post-traduzionali simili a quelle animali con solo alcune differenze
relative alla glicosilazione (cfr. § 1.3.1). Inoltre, l'utilizzo di piante transgeniche
elimina i rischi, esistenti invece per le colture cellulari animali, di contaminazione
e trasmissione alluomo di agenti infettivi (Fischer e Emans, 2000).

Per rendere ancora piu competitivo il sistema pianta nell’area della produzione di
proteine eterologhe a scopo terapeutico e farmacologico €&, tuttavia, necessario
soddisfare ulteriori requisiti, quali un efficace accumulo della molecola
ricombinante nei tessuti vegetali e la possibilita di perfezionare le fasi di
estrazione e purificazione della proteina con un duplice obiettivo: ridurre i costi e
raggiungere un elevato grado di purificazione al fine di evitare la contaminazione
da allergeni a basso peso molecolare. In riso sono state, infatti, individuate
proteine in grado di agire come potenziali allergeni (Usui et al., 2001).

In conclusione, si puo affermare che la produzione di proteine eterologhe in
pianta costituisce un sistema efficiente, economicamente conveniente, con
importanti margini di miglioramento e di grande interesse soprattutto per

implementare gli strumenti terapeutici disponibili.

5.1 Prospettive future

Nel presente lavoro si € tentato di agire sulla piattaforma tecnologica di sintesi di
proteine ricombinanti in endosperma di riso al fine di migliorarne i livelli di
espressione. Dall'attivita di ricerca condotta € emerso che sia I'ottimizzazione
codonica, sia l'impiego combinato di promotore-terminatore della glutelina 4
hanno consentito un innalzamento dei livelli di espressione.

Per quanto riguarda le prospettive future delle due molecole studiate, I'attivita
sperimentale si concentrera sullo sviluppo di metodi di purificazione scalabili
industrialmente allo scopo di produrre una proteina pura a elevate rese per
procedere successivamente alla caratterizzazione e valutazione pre-clinica degli
enzimi lisosomiali ricombinanti. In particolare, sia per GCasi, sia per GAA la

ricerca proseguira a breve termine con i seguenti obiettivi:

analisi della sequenza N-terminale;

esatta determinazione della struttura degli N-glicani della molecola e

valutazione dell’efficacia della cassetta per il silenziamento introdotta;

saggi in vitro di uptake su fibroblasti umani da individui malati;

avvio dei saggi pre-clinici su modello murino.
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