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��	 ������������	 �����������	 ����������	 ��	 ��������	 ���	 ����	

�������	
�	 ��	 ���������	 ������������	 �	 	 �����������	 ���	 ��	�

�������	
�	 ����������	 ��������	 ���	 ���������	 ������	 �����������	

�����	�������	�����	��	�����	��������	��	��������	�������������	

���	�����	��	 ����	�����������	�����	��	������������	�	 �������	 ����	

��������	 ��	 �������	������������
� ������
���	 �����������	 ���	 ���	 �	

�������������	������	�	�����������	��	���	�����	��	��������	���	

��	��������	��	��		��������	���	��������	���������	�����������	����	��	

 !!"�	�����	���	�����������	 !!#$�		

%����	 ��	 ��&	 ������	 ���������	 ��	 ��������	 �����	 ��������	 ���

������
���	�����������	��	������	�'��������	�	�������	�����������	���	

��	 ����������	 ��	 �������	 �(������	  !!#$�	 ��	 ����������	 ��	

���������	 �	 �������	 ��	 ��������	 ��	 ������������	 ���	 ��)��������	

������	 ��������	 �����������	 �����	 ��	 ���������	 ���������	 ��	

���������	��������	��	�����	�����������(������	 !!#$�	�'����������	

��	 )�����	 ��������	 *	 �������	 ����	 ��������	 ��	 ��������	

��������������	 �����������	 �	 �������	 ��	 ��������	 ����������	

����������	 )����	 �������	 �����������������	 ���	 ���	 �����	

�������	�	�������	�����������	���	)�����	��������	��	����������	��	

���������	 ��	 �������	 ������������	 ���	 ��	 ���������	 ���	 ��������	

+,-.�	 ������������	 ��	 /00	 ���������	 )�����	 �+����	 ����	

�����������	 ,��1���	 ���	 -����2.��������	 ���	 ����������	 ��	

���������������	 ������	 ��	 �������$�	 �������	 �������������	

����������	�������������	������������	 ����������	 ����	 ����������	

��	 ���������	 ���	 �����������	 �3	 ������	 �������	 ������������	

��������	 ��	 �����	 ��������	 �	 ��������	 �����	 ��������	 ��	 ������	

��������	

��	 �������	 ��������������	 ��	 ��	 �����	 �������������	 ���	 ���	

������	���	���������	�'���������	���������	��	�������	�'�����������	���	

��	�������	�	�'�������	����	������	��	�����	��	�������	��	���������	

�������������	 ����'�������	 �����������	 �-����	 ��� �	��	  !!4$�	 ���	

)�����	 �����	 �������������	 ��	 ������	 ������	 ���	 ��	 ��������	 ��	

�����	��5	�������	

6�����������	 ���	 ��	 �������	 �������	 ��	 �������	 ����������	 ����	

���������	�	�������	�	��������	����������	���	������������	��	��	

*	�������	��	�����	���������	����	�������	��	����	 ��	�����	��	�������	

��	�������	��5	������	�����	����������	������	�������	���	���������	�
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(���	 �������	 �����������	 *	 �����	 ������������	 ���	 ������	 ��	

��������
�
� ���	�����	 ���	 ��������	 ��������������	 �������������	

����������	80��	������	8����������	0������	����������	�

�����9	��	������	��	�������	��������	��	����������	��	������	80�		������

��������	��	����������
��	�	��	*	���	��������	��	�������������	���	

�����	 ���������������	 ��������	 ��	 ��	 ����������	 ��	 ��������	 ��	

������	 �����	 ����������	 ����������	 ��	 ������	 �������	 �������	

����������	 ��	 ����	 ������������	 �'�����������	 ��	 80�	 ��������	 ��	

������������	 ��	 ����������	 ��	 �������	 ����	 ������	 �����������	

����'�������	��	�����������	�	�����	��������	��		������	����������	

�	 �����	 ���������	 +��	 �����	 ������������	 ��5	 ��	 ����������	 ��	

�������	�	������	�����������	��	���������	�����������	��	���������	���	

���	 �����	 ����������	 ��������������	 ��	 �.:�	 ���	 ��	 ������	

�����������	 ��������	 ��������	 �����	 ��������������	 ���	 ������	 ��	

�������	��	�������	����	����	���	������������	

%�����	 ��	 �����	 ������������	 ���	 �������	 ���	 ��	� �������	
�

������	 ��)��������	 ��'����������	 ������	 ���������	 �	

�����������	;��	�����	���������	��������	��	���	���������	��	����	��������	

������������	 �����	 )�����	 �����	 ��	 ������	 �������	 ��	 �����	 ��	

���������	 ���������������	 ������������	 ��	 ��������	 ��	 �������	 ���	

�����	 ������	 ��	 ������	 ������	 ��	 )������	 ����������	 ���	

���������	 ��������	 ���������������	 ���	 ��	 �����������������	 0�	

������������	 ������	 ������	 ������������	 �����	 ������	 ��	 ���	 ������	

������������	 ��������	 ������������	 ����	 ���������	 �������	 �����	

���������	 ���	 ���������	 ��	 )�����	 ����	 ���������	 ������������	 ��	

��������	�����������	��	���������	��	�������	���������	���������������	

�����������	���	�����	��	�����	�������	�������	���	 ��	�������	�����	

�������	 �	 ��������������	 ��	 �������	 ��������	 ��	 ��������	 �	 ��������	

�������������	�����	0�	������������	��	������	������	���	������	����		�
	

����	�����	 �����������	6<�	���������������	���	�����	��	�����	����������	

�������	����������	��	��'�����	������	�������������	���	������	��	���	

�������	��������	��	��	�������	+2���������	���2������������	������	

��	��	�������	�����������	62����������	%	���	����������	 ��	���������	

6<�=! % 	��	����		�
�
����	�
	*	�����	��������	��	���������
����	

�'��������	 ����'������	��������	 *	 �����	 ��������	 ��� �����	��������	 ��	

������	��	����	������������������	��	�����	��	����������	�>�����������	

���	 +%(�3�	 ��	 ������������	 ����	 ��������������	 ���	 ��������	

�'����������	
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8���	 ��������	 ��	 ��������	 ���	 ��	 6<�	 ���������	 �������	 ������	 ���	

���������	 ��	 �����	 ������	 �	 ������	 ��	 �����������	 �	 ����	 ������	

����������	 ��	 �����9	 ����	 ���������	 *	 ��	 �����	 ��	 �����������	

��������	��	 ����	��������	�����������	 ������	 ��	+%(�3	 ����������������	

�����������	��	���������������	��	�������$�	�����	��	����������	)����	

���	�'���������	��������������	�����	���	��������	�'����������	

6�����������	���	�	����������	��	���������	����	��	�����	��	�����������	

��������	���������	 ��	���	�����	��	 ��������	�����	����	 �	�����	��	

�������	�������	���	�����	��	�����	��������������	��	�����	���	�������	

������	 �����������	 ��������	 ��	 ��	 ���������	 �������	 )����	 :�	

�����������	 ����	 ��	 ������	 ����	 ��������	 ��	 ��������	 ����������	 �	

�����������	����	�������	�������	���������	

/����	 �	 ���������	 ��������	 ���������	 ��	 *	 ������	 ��	 ���������	

������������	��	����������	��	������������
�������
���	����	��		�

��������	���	�'�����������	��	��	������	�������	������������		

0�	��������	���	����������	*	�����	��������������	���	��	����������	��	

��	 ��������	 ��������������	 �������������	 ��	 ���������������	

��������	����	����������	������	����������������	

+���������	 �����	 �����	 �����	 �	 �����	 �	 ������������	 ����������	 �	

�������	 ���	 ���������2���������	 ���	 ������������2���������	 ���	

������������	 �	 �������	 ��	 ����������	 ��	 *	 ������	 ����	 ����������	 ��	

�����	 ��	 ���	 ��	 ���	 �����������	 *	 �����	 ���������	 ���	 ������	 ��	 *	

���������	�������	��	 ���	 �������	��	 �������	 ���������������� ���

�����	������  ���	�� !������ !��	�� ������������ "���� #���$$��� %�������

��������� &���	����  �������� &�������� �������� �� �������� ����������

��������� 	�� �
�� ���� �������� �������
�
�� ��� ��� ���	����
� 	��

�������������
���	

%������	 ����������	 ���	 ����	 ���������	 ��	 ���������	 �	 �	 ����	 ���������	

��������	 �������������	 �����	 ��������	 �'��������������	 ���	

��������	 ��	 ���	 �����������	 �	 ������	 ����������	 ���	 ������������	 ��	

����������	��	���������������	
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��������� ���������������� ������ ������ ��� ������� ����� ����� ����

���� ���������� ���� ������� ��� ����� ���������� ���� ������� �����

�������� ���������� ��� ����� ������ ����������� ��� ����� ��� �� !�����

���� ����������� ���	"�� ������ �������� ������	
����� ��	�������

����������������������������������������������������#��������������

�������������� ����������������������������������������$������ ��������

������������ ���� ���� ������� ������������� ��������� ��� ���� �����������

�������� ��%���� ���� ��#��������� ��� ������������ ��������� �������

����� ��� ����� ����������� �������� ��� ���� �������� ����� ������ ��� ���

�����������������������������������������
����������������������������

����� ��� ��������������� ���������� ���� ����������� ���������� ����� ���

������� ������� ����������� �������"� ���� ������ ��� ��#��������� �&'()�

���*���+&�#��� ����� ������������ '�$����� ���� (����+)��������� ����

���#�����������������������������������������������#���������������

�������"�� ������ ���� ����� ���������� ���������� ����� ������������

��������������������������������������������������������������#��#���

��� ������� ���� ��������� ��� ���������� ������������ ��� ��� ���� ���������� ��

����� ������� ���� ������� �����#������� ��� ����������� ��� ����� ���

���������� ��������� ,������� ��� �	����
��� ��������� �������� ��

������������ ������������ ����� ���� ������ ���������� ���� ��

-���������� 
������ .���������� ������ -
.�� ��� ��� ���� ������#��

�������� ���������� ������#������� ���������� �/������������������ "��

-
.� ���� �0�������� ��� ������	
����� ��	������� ���� ����

������������ �������� ��������� ����� ���� ��������� �����������

����� ����� ��� ���� ��������� �������� ��� ���������� ����������� -���

������������������������������������������������������������������

������������������������������������0������������������������


�� ������� -
.� �0��������� ������� ��������� ������ ��#���� ��� 1)2� ����

��������� ����� ���������� ������#��������������� �������� ����������

�������������������������������������

�����������������������������������������������������������������

��� ������������ ��� ������������ ���� ������� ����� ��������������

��������3������������������#������������������� �������������������

��������������������������������������������#�������������#�����

������#�����������������������������������������������#��������

��� ��������� �0����������� 4���� ���������� ����#���� ���� ����������

�������������������#�����������������������������������������������

�����������������������
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-��� ������������ �0�������� ��� ������� ����������� /6!5����� ��� ���

��	������� ���� ����� ����#����� �������� ������ ��� &�7!4�

������������ �������� ������ ������ ��� ���������� ������ ��������

�����������������������������������������������������������/6!� ��������

������$�� ���������� ����� ��� ��������� ��#��#���� &�7!4� �����������
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SVILUPPO DI UNA CELL FACTORY RICOMBINANTE PER LA PRODUZIONE DI 

GLUCOBRASSICINA 

DESCRIZIONE 

Campo dell'invenzione

La presente invenzione riguarda la produzione di glucosinolati in cellule ospiti di lievito 

geneticamente modificate attraverso introduzione del materiale genetico capace di esprimere l'intero 

pathway biosintetico necessario alla loro sintesi (cell factory).  

Stato della tecnica anteriore

I Glucosinolati sono importanti metaboliti secondari connessi alla difesa naturale e presenti in tutte le 

piante del gruppo delle Brassicaceae. I glucosinolati intatti hanno un’attività biologica limitata, ma la 

loro idrolisi porta alla formazione di un ampio range di prodotti di degradazione biologicamente attivi. 

Questi composti hanno differenti effetti sui patogeni che attaccano la pianta, e agiscono su molti 

organismi, quali virus, batteri e funghi, fino agli erbivori.  

I glucosinolati sono maggiormente responsabili del caratteristico aroma e sapore che hanno gli 

ortaggi appartenenti all’ordine delle Brassicaceae. Si è anche notato che i glucosinolati possono 

avere un ruolo come agenti chemio-protettivi contro l’insorgenza di tumori. 

Le Brassicaceae generalmente, sono ricche di sostanze potenzialmente chemioprotettive, e tra 

queste i Glucosinolati sono degli inibitori chimici della carcinogenesi [Fahey et al. (1997); Faulkner et 

al. (1998)] e gli indole -3- carbinoli sono molto efficaci contro il cancro della ghiandola mammaria 

[Cover et al. (1998); Cover et al. (1999)]. i glucosinolati sono sostituti β-thioglucoside-N-

hydorxysulfates (Fig. 1) derivati da alcuni aminoaacidi; 

In particolare, la Glucobrassicina è un glucosinolato indolico derivato dal triptofano e, sebbene non 

abbondante, esercita interessanti effetti farmacologici [Mikkelsen et al. (2002)]. Sembra che questi 

effetti siano connessi con alcuni suoi prodotti di degradazioni in vivo. Questi composti sono in grado 

si regolare lo sviluppo delle cellule tumorali modulando enzimi target, controllando l’apoptosi e 

bloccando il ciclo cellulare [Hayes et al. (2008)], effetti che conferirebbero alla glucobrassicina 

proprietà anticancerogene. 

La domanda internazionale WO-A-03004619 (The Regent of University of California) 

descrive acidi nucleici da Brassica codificanti gli enzimi della biosintesi dei glucosinolati ed il loro uso 

per la produzione di piante geneticamente modificate, capaci di produrre alte quantità di 

glucorafanina e di sinigrina.   

 La domanda di brevetto WO-A-2009/106985 (University of Copenhagen) descrive la 

trasformazione di cellule ospiti attraverso introduzione nella cellula del materiale genetico necessario 

ad esprimere l'intero pathway biosintetico dei glucosinolati. Gli enzimi utilizzati in questo lavoro ed i 

loro corrispondenti geni sono ottenuti dal genere Arabidopsis. Scopo dell'invenzione oggetto della 

domanda WO-A-2009/106985 è l'ottenimento di piante geneticamente modificate, preferibilmente di 

tabacco (Nicotiana benthamiana), o di Brassica. La domanda ipotizza, tuttavia senza alcun sopporto 

sperimentale, anche l’espressione in microrganismi geneticamente modificati. 

Infine questa domanda contiene una sperimentazione essenzialmente limitata alla produzione di 

glucosinolati derivanti dall'aminoacido metionina, attraverso una fase preliminare di allungamento 

della catena laterale con ottenimento di di-omometionina, utilizzata poi come precursore. La stessa 
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domanda descrive la produzione di indol-3-il-metilglocosinolati in Nicotiana benthamiana trasformata 

geneticamente ed integrante un pathway biosintetico che consiste di sette passaggi metabolici 

controllati da altrettanti enzimi. 

Scopo della presente invenzione è l'elaborazione di un nuovo procedimento di produzione del 

glucosinolato glucobrassicina o suoi precursori, che sia semplice, efficace e riproducibile rispetto ai 

procedimenti dell'arte anteriore. 

Sommario dell'invenzione

 La presente invenzione si fonda sulla scoperta che una cell factory di cellule di lievito 

modificate può essere vantaggiosamente utilizzata per la produzione di glucobrassicina.  

 L'invenzione si basa sulla trasformazione genetica di lieviti, il cui fenotipo naturale è 

incapace di produrre glucosinolati. La trasformazione avviene per introduzione nella cellula ospite di 

acido nucleico eterologo, capace d'essere espresso nella cellula ospite e di produrre il corredo 

enzimatico responsabile dell’intero pathway biosintetico della glucobrassicina o di una sua parte.  

 Pertanto oggetto di  una prima forma di realizzazione dell'invenzione riguarda un metodo 

di modificazione genetica di cellule di lievito, che prevede l'introduzione nella cellula ospite del 

materiale nucleico eterologo in forma di uno o più vettori o cassette d'espressione comprendenti 

sequenze nucleotidiche codificanti uno o più polipeptidi funzionali ad attività enzimatica responsabili 

per la totalità o solamente per una parte del pathway biosintetico della glucobrassicina.  

In una seconda forma di realizzazione, il pathway biosintetico della glucobrassicina consiste in 

cinque enzimi appartenenti alle seguenti famiglie: CYP79s, CYP83s, C-S liasi, UDP-glucosil 

transferasi, sulfotransferase, e il materiale nucleico eterologo comprende sequenze nucleotidiche 

codificanti  tali cinque enzimi. 

In particolare dette sequenze nucleotidiche codificano uno o più dei seguenti polipeptidi aventi 

attività enzimatica equivalente a quella degli enzimi: CYP79B1, CYP83B1, SUR1, UGT74B1, 

AtST5a.  

In una terza forma di realizzazione dette sequenze nucleotidiche sono ottenute da piante del genere 

Brassica.  

In una quarta forma di realizzazione la cellula di lievito appartiene al genere Saccharomyces o al 

genere Pichia. 

In una quinta forma di realizzazione dette sequenze nucletidiche sono integrate stabilmente nel 

genoma della cellula di lievito, o introdotte in maniera transiente nella cellula di lievito. 

In un’ulteriore forma di realizzazione, detto materiale nucleico comprende sequenze nucleotidiche 

addizionali codificanti per uno o più polipeptidi con attività enzimatica capaci di modificare la 

molecola della glucobrasicina.  

Un secondo oggetto della presente invenzione sono cellule di lievito comprendenti 

sequenze nucleotidiche eterologhe codificanti uno o più polipeptidi con attività enzimatica 

responsabile per la totalità o per una parte del pathway bio-sintetico della glucobrassicina. 

In particolare cellule di lievito capaci di produrre glucobrassicina, un suo intermedio o un suo 

derivato ottenibile mediante il metodo secondo l’invenzione. 

Altri oggetti dell’invenzione sono acidi nucleici isolati da pianta del genere Brassica

aventi sequenza nucleotidica scelta tra SEQ ID NO: 33, 35, 37, 39, 41 o una loro variante con 

percentuale d’identità almeno del 98%. Vettori di clonaggio o di espressione in lievito comprendenti 

tali  acidi nucleici legati in maniera operativa con sequenze di controllo della loro replicazione ed 
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espressione. Cellule ospiti comprendenti gli stessi vettori o gli acidi nucleici. Oligonucleotidi aventi 

sequenza SEQ ID NO: 1 a 20 e SEQ ID NO: 23 a 32. 

Ulteriori oggetti dell’invenzione sono le cellula di lievito modificate per uso come 

medicamento o come nutriceutico; composizioni farmaceutiche o alimenti comprendenti le stesse 

cellule e uno o più eccipienti e/o veicolanti farmaceuticamente accettabili o un mezzo idoneo per 

l’alimentazione.  

Oggetto dell’invenzione é anche un metodo di produzione della glucobrassicina, o di un 

suo precursore o suo derivato, comprendente un passaggio in cui cellule di lievito modificate sono 

poste in coltura in un mezzo idoneo alla crescita di lieviti; ovvero un metodo comprendente passaggi 

addizionali in cui le cellule di lievito sono separate dal mezzo di coltura ed opzionalmente lisate, ed 

in cui la glucobrassicina é ottenuta nel mezzo di coltura o nel lisato cellulare; in particolare un 

metodo comprendente un passaggio addizionale di estrazione e purificazione della glucobrassicina 

o suo precursore o suo derivato. 

Infine, oggetto dell’invenzione é un metodo per la determinazione della concentrazione di 

glucosinolati in un campione attraverso al tecnica HPLC-ESI-TRAP-MS (high performance liquid 

chromatography-electrospray ion trap mass spectrometry) comprendente i passaggi in cui si prepara 

una soluzione del campione da analizzare in un solvente idoneo per HPLC; la soluzione é caricata 

su colonna HPLC ed eluita con una miscela di 0.1% di acido formico (FOA) in acqua; come eluente 

A, e 0.1% di FOA in aceto nitrile, come eluente B, con gradiente crescente a step, da 2% a 20% e a 

52%, di eluente B; le frazioni eluite con 20-52% di eluente B sono sottoposte a spettroscopia di 

massa tipo electrospray ion trap mass spectrometry.   

 L’ingegnerizzazione di microorganismi può essere considerata la scelta d’elezione per la 

produzione di biomolecole presenti normalmente in Brassicacee. L’introduzione del pathway

biosintetico in microorganismi e lo scale up della produzione in bio-reattori offre indiscussi vantaggi 

quali: 

• Una maggiore quantità di glucosinolati rispetto all’estrazione da fonti naturali; 

• La produzione di un singolo glucosinolato; 

• Un più facile ed eco-sostenibile processo dowstream; 

• Una conoscenza più approfondita della biosintesi dei glucosinolati. 

In particolare, il metodo alternativo qui proposto, cioè la produzione di glucobrassicina mediante 

lieviti geneticamente modificati, offre il vantaggio del basso costo dei componenti dei mezzi di 

coltura, l’indipendenza dalla stagionalità degli ortaggi, la produzione in continuo su larga scala e 

protocolli di estrazione standardizzati e facili. Al meglio della nostra conoscenza, la presente 

invenzione è il primo esempio che dimostra la produzione di glucosinolati mediante lieviti 

ricombinanti.  

Breve descrizione delle figure 

Figura 1. La figura illustra la struttura chimica di un glucosinolato. Il gruppo R rappresenta il residuo 

aminoacidico. 

Figura 2. La figura illustra schematicamente il pathway biosintetico in B. oleracea Var. Botrytis della 

glucobrassicina e le strutture di tutti gli intermedi. Il primo e il secondo step sono catalizzati da due 

CYP 450, vale a dire Cyp79B1 Cyp83B1. Cyp79B1 converte  il Triptofano in Indole-3-

acetoaldossima che è immediatamente trasformato in S-(indolylmethylthiohydroximoyl)-L-cysteine 
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per opera del  Cyp83B1; nel terzo step il  thiohydroximate è formato da una C-S liasi ed in seguito 

l’UDP-Glucoso glucosiltransferasi catalizza la sua conversione in desulfoglucosinolato. L’ultimo 

enzima, una sulfo-trasferasi, catalizza la sulfonazione con la conseguente formazione di 

Glucobrassicina. 

Figura 3. La figura illustra gli effetti dei glucosinolati intatti sulle cellule di S. cerevisiae cresciute in 

terreno ricco completato (YPD). Le cellule sono state inoculate alla medesima OD660 in mezzo YPD 

in presenza di concentrazioni crescenti di una miscela di  glucosinolati, (da 4 a 100µg/µL), e 

incubate a 30°C in agitazione vigorosa. dopo 24 ore  di crescita è stata misurata l’OD660 e comparata 

con la crescita del lievito in assenza di glucosinolati. 

Figura 4.  Produzione di Glucosinolati in estratti cellulari  di S. cerevisiae in seguito alla crescita in 

terreno minimo senza (A) e in presenza (B) di triptofano (200mg/L). La produzione è espressa come 

µg/mL di estratto cellulare e la densità cellulare è stata normalizzata (cellule/ml) tramite lettura della 

Densità Ottica (OD) a 660nm. I dati riguardanti la produzione del ceppo di controllo sono nella  prima 

posizione del grafico. La Glucobrassicina è stimata mediante la reazione con ferricianide  

[Fe(CN)6]
3− e i  prodotti di degradazione alcalina su estratti cellulari prelevati a 24 h e a 48 h 

Figura 5.  Cromatogramma della corrente ionica totale (Total ion current chromatogram ) (A) 

dell’analisi HPLC-MS dei glucosinolati totali estratti da semi di rapa  (Brassica Napus). In B è 

mostrato il cromatogramma della corrente ionica estratta (Extracted Ion Chromatograms)  

corrispondenti ai glucosinolati trovati. Il picco indicato come ione 447 [M-H]-  è quello relativo alla 

glucobrassicina. 

Figura 6. Cromatogramma TIC (A) dell’analisi HPLC-MS  degli estratti da S. cerevisiae Clone 4 e 5, 

cresciuti su terreno  YEPD per 48 h con o senza triptofano. In B è stato visualizzato il 

cromatogramma EIC corrispondente ai glucosinolati trivati. 

Figura 7. Costruzione di tutti I vettori d’espressione batterica; (A) Cyp 79B1 è stato tagliato con Nco I 

e Bam Hi con ottenimento  di due frammenti. Per primo poi é stato clonato il frammento con 

estremità Nco I-Bam HI nel plasmide pEt 3d. Una volta confermato il giusto inserimento si è 

proceduto a clonare anche il frammento con estremità Nco I.  

(B) Cyp83B1 e il plasmide pEt 3d sono stati tagliati con Nco I- Bam HI e poi ligati insiemer. 

(C) C-S Lyase e il plasmide pEt 9a sono stati tagliati con Nde I- Bam HI e poi ligati insieme. 

(D) UGT e il plasmide pEt 9a sono stati tagliati con l’enzima Nde Ie poi ligati insieme.  

(E) Sulfo-Transferase è stata tagliata con gli enzimi Nco I- Bgl II, mentre il plasmide pEt 9a è stato 

tagliato con la coppia Nco I- Bam HI infine sono stati ligati insieme. 

Figura 8: Costruzione di tutti I vettori d’espressione in lievito; (A), (B), (C). 

Descrizione dettagliata dell'invenzione 

Gli enzimi responsabili della biosintesi della glucobrassicina 

Il pathway biosintetico della glucobrassicina comprende cinque stadi di conversione enzimatica che 

partendo dal substrato L-triptofano giungono alla glucobrassicina. 

Gli enzimi responsabili della biosintesi della glucobrassicina sono descritti di seguito.  

 Il primo ed il secondo enzima appartengono al gruppo degli enzimi Citocromo P450 

(CYP450). Il primo appartiene alla famiglia degli enzimi ad attività N-idrossilasica, e converte il 

nucleo di triptofano ad indol-3-acetoaldoxima.  Esempi di tali enzimi sono gli enzimi CYP79s, quali 

CYP79B1, CYP79B2, CYP79B3, CYP79A2 o enzimi funzionalmente equivalenti. 



                                                                                                              BI4124R 6

Il secondo enzima appartiene alla famiglia degli enzimi responsabili dell’introduzione di un gruppo 

sulfidrilico nella molecola, legando all’ossima una cisteina. L'enzima converte il substrato indol-3-

acetoaldossima in S-(indolil-metil-tioidrossimoil)-L-cisteina. Esempi di tali enzimi sono gli enzimi 

CYP83s, quali CYP83B1, CYP83B3, CYP83B2 o enzimi funzionalmente equivalenti. 

Il terzo enzima appartiene alla famiglia delle C-S liasi che produce l'intermedio indolil-metil-

tioidrossamato. Componente unico di tale categoria è rappresentato da SUR 1; infatti, a fronte di 

una elevata variabilità di enzimi per i primi due steps della sintesi dei glucosinolati, è presente un 

unico enzima capace di convertire tutti gli idrossimoil-L-Cisteina in tiordrossimato, 

indipendentemente dalla catena laterale. 

Il quarto enzima appartiene alla famiglia degli enzimi ad attività glucosil-transferasi, precisamente 

una UDP-glucosil transferasi che converte l'intermedio indolil-metil-tioidrossamato a indolil-metil-

desulfoglucosinolato. Esempi di tali enzimi sono gli enzimi UGT74s, quali UGT74B1, oppure 

UGT74C1, anche se di quest’ultimo non è stato ancora pienamente capito il suo ruolo nella sintesi 

dei glucosinolati. [������ et al. (2005)]   

Il quinto enzima appartiene alla famiglia degli enzimi ad attività sulfotransferasica, e produce il 

prodotto finale, vale a dire la glucobrassicina (anche detta indolilmetil-glucosinolato o indol-3-il-metil-

glucosinolato). Esempi di tale famiglia sono gli enzimi del gruppo AtST5s, quali AtST5a, AtST5b e 

AtST5c, o enzimi funzionalmente equivalenti. [Grubb et al; (2006),] 

Per enzima funzionalmente equivalente ad un enzima di riferimento si intende un enzima che pur 

avendo sequenza polipeptidica differente da quella dell'enzima di riferimento è capace di eseguire la 

stessa trasformazione chimica dello stesso substrato, se pur con rese ed in condizioni operative 

differenti.   

Opzionalmente, il prodotto finale, glucobrassicina, può essere ulteriormente modificato sul nucleo 

indolico, per esempio per introduzione di un radicale alchile o alcossi minore, quale un gruppo 

metile, etile, metossi o etossi in posizione 4, 5, 6 o 7 del nucleo indolico. A tale scopo si possono 

utilizzare enzimi noti per esempio della famiglia CYP81s, quale un enzima CYP81F, o enzimi 

funzionalmente equivalenti.        

Le specie appartenenti alla famiglia Brassicacee.

Benché il materiale genetico utilizzabile nella presente invenzione possa essere ottenuto da 

qualsiasi pianta della famiglia delle Brassicacee (anche dette Cruciferae) (per esempio cavolo, 

cavolo di Brussells, rapa, cavolfiore, broccoli, colza, etc), nella misura in cui tale materiale é capace 

d’essere espresso in cellula di lievito, gli enzimi utilizzati nella presente invenzione sono 

preferibilmente ottenuti da differenti specie, sottospecie e varietà  appartenenti al genere Brassica. 

Esempi di specie utilizzabili sono ad esempio B. oleracea, B. nigra, B. rapa, B. napus, B. carinata, B. 

Juncea.  B. carinata, B. juncea, B. napus. 

Sottospecie o Varietà preferite sono per esempio B. oleracea var. Botrytis, B. oleracea var. Italica, B. 

oleracea var. Capitatas, B. oleracea var. Viridis, B. oleracea var. Gemmifera. 

Geni codificanti per uno o più polipeptidi coinvolti nel pathway bio-sintetico della 

glucobrassicina. 

Il materiale nucleico eterologo usato nel metodo dell’invenzione comprende i geni codificanti per uno 

o più polipeptidi coinvolti nel pathway biosintetico della glucobrassicina o di suoi derivati, da qui in 

poi definiti come geni d’interesse.   
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Sono geni d’interesse, idonei per la realizzazione dell’invenzione, tutte le sequenze 

polinucleotidiche, varianti o frammenti che codificano per polipeptidi con un’attività enzimatica 

compresa nel pathway biosintetico della glucobrassicina o di suoi derivati.  

Ad esempio sono geni d’interesse, i geni che codificano per gli enzimi CYP79s, quali CYP79B1, 

CYP79B2, CYP79B3, CYP79A2, i geni che codificano per gli enzimi CYP83s quali CYP83B1, 

CYP83B3, CYP83B2, i geni che codificano per gli enzimi C-S liasi, quale SUR1, i geni che 

codificano per gli enzimi UDP-glucosil transferasi, quali UGT74B1, i geni che codificano per gli 

enzimi AtST5s, quali AtST5a. Opzionalmente, i geni che codificano per gli enzimi CYP81s.      

Enzimi come il CYP81F2 (At5g57220 gene entry: NM_125104.2 GeneID:835828) sono responsabili 

delle modificazioni secondarie dei glucosinolati; in questo caso il CYP81F2 partecipa alla 

regolazione dell’accumulo di due glucosinolati indolici, 4-hydroxy-indole-3-yl-methyl e 4-methoxy-

indole-3-yl-methyl glucosinolate, essendo il responsabile della sintesi del primo dei due glucosinolati 

modificati, (4-hydroxy-indole-3-yl-methyl glucosinolate) [Pfalz M, et al (2009 )] 

Gene ID  Gene name Enzymatic activity  

AT2G20610 AT2G20610 alkylthiohydroximate C-S lyase 

AT5G57220 AT5G57220 CYP81F2 monooxygenase 

AT1G18590 AtSOT17 indole-3-methyl-desulfoglucosinolate 

sulfotransferase 

AT1G74090 AtSOT18- indolylmethyldesulfoglucosinolate sulfotransferase 

AT1G74100 AtSOT16 indole-3-methyl-desulfoglucosinolate sulfotransferase 

AT1G24100 AT1G24100 UDP-glucose:thiohydroximate S-glucosyltransferase 

AT4G31500 AT4G31500 CYP83B1 monooxygenase  

AT4G39950 At4g39950 CYP79B2 tryptophan monooxygenase 

AT2G22330 At2g22330 CYP79B3 tryptophan monooxygenase 

AT1G62560 GS-OX3 5-methylthiopentylglucosinolate S-oxygenase  

AT1G62540 GS-OX2 5-methylthiopentylglucosinolate S-oxygenase 

AT1G65860 GS-OX1 5-methylthiopentylglucosinolate S-oxygenase  

AT1G74090 AtSOT18 5-methylthiopentyldesulfoglucosinolate sulfotransferase 

AT1G18590 AtSOT17 5-methylthiopentyldesulfoglucosinolate sulfotransferase 

AT1G74100 AtSOT16 5-methylthiopentyldesulfoglucosinolate sulfotransferase 

AT1G24100 AT1G24100 UDP-glucose:thiohydroximate S-glucosyltransferase  

AT2G20610 AT2G20610 alkylthiohydroximate C-S lyase 

AT4G13770 AT4G13770 CYP83A1 6-methylthiohexanaldoxime monooxygenase  

AT1G16410 AT1G16410 CYP79F1 trihomomethionine monooxygenase  

Metodi d’ottenimento dei geni d’interesse 

Nella misura in cui i geni sono noti e disponibili, questi possono essere isolati utilizzando sonde 

oligonucleotidiche da librerie di cDNA della specie di pianta d’interesse.  

Librerie di cDNA e sonde oligonucleotidiche in grado d’ibridizzare con i geni d’interesse possono 

essere ottenute commercialmente o prodotte in  modo ovvio con tecniche note al tecnico del settore  

(e.g. vedi Sambrook “Molecular Cloning” third edition   Vol 2 capitoli 9, 10 e 11). 

È anche possibile costruirsi una libreria di cDNA utilizzando kit  presenti in commercio, ormai facilmente 

reperibili dalla maggior èparte di ditte del settore biomolecolare come ad esempio cDNA library construction 

kit  . invitrogen ecc. Esempi di librerie di cDNA o DNA genomico da cui è possibile ottenere i geni 
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d’interesse sono disponibili commercialmente specialmente per alcuni organismi come ad esempio 

per Arabidopsis thaliana (SuperScript™ Arabidopsis cDNA Library – Invitrogen�

In alternativa i geni possono essere ottenuti attraverso procedimenti di estrazione noti come di 

seguito descritti. 

Estrazione RNA  

I geni possono essere ottenuti come prodotto di retrotrascrizione e amplificazione (RT-PCR) di RNA 

totale estratto da pianta.  

Il materiale di partenza per l’estrazione di RNA, e ottenimento del cDNA dei geni d’interesse, può 

essere rappresentato da molte porzioni della pianta come ad esempio foglie, fiori, fusto, radici e 

cotiledoni.

L’isolamento di cellule dal materiale vegetale può avvenire mediante una qualsiasi delle tecniche 

note all’esperto del settore. É possibile effettuare un’estrazione di RNA totale mediante uno qualsiasi 

dei kit presenti in commercio le cui condizioni operative sono riportate nelle istruzioni del fornitore. A 

titolo d’esempio è possibile partire da foglie cotiledonari di 15 giorni dalla data di germinazione ed 

utilizzare il kit commerciale QIagen RNeasy plant mini kit.  

Retrotrascrizione ed Amplificazione dei geni d’interesse 

I passaggi di retrotrascrizione dell’RNA a cDNA ed di amplificazione possono essere effettuati 

seguendo le procedure usuali, descritte per esempio in manuali di biologica molecolare ampiamente 

utilizzati in laboratorio.  

A tale scopo sono stati disegnati primer specifici per i geni di interesse sulla base della 

loro sequenza nucleotidica. In una delle possibili forme di realizzazione dell’invenzione, i primer 

potranno essere quelli riportati nella Tabella 1 come SEQ ID NO: 1 a 10.  

Tabella 1 

Primer  Gene Sequenza 

Cyp 79 ATG CYP79B1 
5’-AAC ATG AAC ACT TTT ACC TCA AAC-3’  

SEQ ID NO: 1 

Cyp 79 STOP CYP79B1 
5’-TCT CAC TTC ACC GTC GGG TA-3’  

SEQ ID NO: 2 

Elisa STOP CYP83B1 
5’-CCA CAC CCC ATC ACG CCT GAT C-3’  

SEQ ID NO: 3 

Elisa ATG CYP83B1 
5’-GGA TCT CTT ATT GAT TAT AGC CGG-3’  

SEQ ID NO: 4 

C-S ATG C-S lyase 
5’-ATG AGC GAA GAA CAA CCA CAC GC-3’  

SEQ ID NO: 5 

C-S Stop C-S lyase 
5’-TCA AAC CCA GAG CAT CCC CT-3’  

SEQ ID NO:6 

TIOHATG UGT 
5’-ATG GCG GAA ACA ACA ACA AC-3’  

SEQ ID NO:7 
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TIO STOP UGT 
5’-TCA ATG TTT CTT CCC TAA ACT C-3’  

SEQ ID NO:8

S-TRANS ATG 
Sulfo-  

transferase 

5’-CCG CAA TGG AAT CAA AGA CAA-3’  

SEQ ID NO:9

S-TRANS STOP 
Sulfo-  

transferase 

5’-CCG CAC CAA ATA ACA GAA GGA-3’  

SEQ ID NO: 10

Inoltre, è possibile retrotrascrivere l’RNA isolato mediante l’utilizzo di kit commerciali. In questo caso 

l’esperto del settore dovrà semplicemente seguire le indicazioni del produttore. 

Contestualmente all’amplificazione, si possono inserire nella sequenza nucleotidica dei geni 

amplificati siti di restrizione che affianchino l’intero gene, allo scopo di facilitarne l’inserimento in 

opportuni vettori di clonaggio o di espressione. A tale fine, potranno essere utilizzati primer 

contenenti la specifica sequenza nucleotidica riconosciuta dall’enzima di restrizione scelto, quali ad 

esempio quelli riportati in Tabella 2 come SEQ ID NO: 11 a 20.  

Tabella 2 

Primer  Gene Sequenza 

CYP 79 Nco 1 CYP79B1 5’- AGA TTA CCA TGG ACA CTT TTA CCT C-3’  SEQ ID NO:11 

CYP 79 BamH1 CYP79B1 5’-CCA GGA TCC GTG ATT TCT CAC TTC-3’  SEQ ID NO:12 

Cyp83ATG 

NcoIP 
CYP83B1 5’-TGC AGA ATT CGC CAT GGA TCT C-3’  SEQ ID NO:13 

Cyp83STOP 

BamHI 
CYP83B1 5’-GCT GGA ATT CGC GAT CCA CAT C-3’  SEQ ID NO:14 

2 csliasi ATG 

nde 
C-S lyase 5’-CTG CAG AAT Tca tat Gag CGA AGA AC-3’  SEQ ID NO:15 

2 C-sliasi Bamhi C-S lyase 5’-GTG TGC TGG GAT CCG GCT TCA AAC-3’  SEQ ID NO:16 

Tio ATG Nde I UGT 5’- TA TCT GCA GAA TTC GGC ATA TGG CGG-3’  SEQ ID NO:17 

Tio STOP Nde I UGT 5’- CAG TGT GCT GGc Ata tGG CTT TCA ATG-3’  SEQ ID NO:18 

S-Trans Nco I 
Sulfo-

transferase 
5’-GAA TTC GGC ccA TGG AAT CAA AG -3’  SEQ ID NO:19

S-TRANS Bgl II 
Sulfo-

transferase 
5’- GGA TAT CTG CAG ATC TCG GCT TTC AG-3’  SEQ ID NO:20 

La fase di amplificazione mediante PCR é avviata aggiungendo allo stampo di cDNA ottenuto dalla 

retrotrascrizione, una DNA polimerasi termostabile, (un enzima con attività 5'� 3' polimerasica) in 

presenza di una o più coppie di primers specifiche per la/e sequenza/e di interesse che si desidera 

amplificare. 

Dal momento che i primers impiegati per il’isolamento dei cDNA sono stati disegnati su sequenze 

depositate in bancadati, di geni omologhi appartenenti ad altre specie (e quindi con un’identità di 



                                                                                                              BI4124R 10

sequenza presunta intorno al 90%) le reazioni di RT-PCR eseguite sono state effettuate ad una 

temperatura di anealing piuttosto bassa (dai 45 ai 50 °C) per favoprire l’attacco dei primers anche a 

sequenze non del tutto identiche  

La reazione di RT-PCR per il CYP79B1 per esempio prevede il seguente protocollo di tempi e 

temperature: 

50 °C per 30 minuti 

94 °C per 15 minuti 

94 °C per 30 secondi 

45 ° c per 30 seondi  30 cicli 

72 °C per 2 minuti 

72°C pr 7 minuti 

Ciascun frammento di DNA è stato quindi purificato, sottoposto a digestione enzimatica con la 

coppia di enzimi appropriata (Tabella  3). 

Tabella 3 

�

Gene  Plasmide Gene cut Plasmid cut 

CYP79B1 pET 3d Nco I – Bam HI Nco I – Bam HI 

CYP83B1 pET 3d Nco I – Bam HI Nco I – Bam HI 

C-S lyase pET 9a NdeI – Bam HI Nde I – Bam HI 

UGT pET 9a NdeI NdeI 

Sulfo-

transferase 
pET 3d Nco I – Bgl II Nco I – Bam HI 

�

In una forma di realizzazione esemplificativa della presente invenzione, le sequenze nucleotidiche 

dei geni idonei e dei corrispondenti polipeptidi codificati sono di seguito rappresentate come:  

SEQ ID NO 33 (seq. nucl. CYP79B1 di Brassica oleracea var Botrytis) 

SEQ ID NO 34 (seq. pept. CYP79B1 di Brassica oleracea var Botrytis) 

SEQ ID NO 35 (seq nucl. CYP83B1 di Brassica oleracea var Botrytis ) 

SEQ ID NO 36 (seq pept. CYP83B1 di Brassica oleracea var Botrytis) 

SEQ ID NO 37 (seq nucl. C-S liasi (SUR1) di Brassica oleracea var Botrytis)  

SEQ ID NO 38 (seq pept. C-S liasi (SUR1) di Brassica oleracea var Botrytis)  

SEQ ID NO 39 (seq nucl. UGT (UGT74B1) di Brassica oleracea var Botrytis)  

SEQ ID NO 40 (seq pept. UGT (UGT74B1) di Brassica oleracea var Botrytis )  

SEQ ID NO 41 (seq nucl. sulfo transferasi (AtST5a) di Brassica oleracea var Botrytis)  

SEQ ID NO 42 (seq pept. sulfo transferasi (AtST5a) di Brassica oleracea var Botrytis)  

Tali sequenze sono nuove e sono state sequenziate dai presenti inventori  

Le sequenze nucleotidiche dei geni di interesse possono presentare delle piccole differenze specie- 

o varietà-specifiche. Tuttavia tali geni sono altamente conservati nell’ambito dell’intera famiglia delle 
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Brassicacee. Per questo le sequenze aventi un livello di identità non inferiore al 90% o meglio al 

95%, 98%, 98,5%, 99% o 99,5% rispetto alle sequenze SEQ ID NO 33, 35, 37, 39 e 41, sono da 

ritenersi idonee per la realizzazione della presente invenzione.  

Esempi di sequenze omologhe alle SEQ ID NO 31 a SEQ ID NO 41  sono le sequenze: 

Gene ID  Gene name  

 Cyp79B1         GU584124 

Cyp83B1         GU584125 

C-S_Lyase       GU584126 

UGT             GU584127 

Sulfo-Transferase GU584128 

Clonaggio/espressione in batteri

Le sequenze nucleotidiche dei geni di interesse ottenute come sopra decritto, possono 

essere, opzionalmente clonate, sequenziate ed eventualmente espresse all’interno di una cellula 

batterica ospite previo inserimento di dette sequenze nucleotidiche in vettori di clonazione e/o 

espressione.  

Tali passaggi, benché opzionali ai fini dell’invenzione, consentono di confermare, in 

maniera più agevole rispetto ad altri sistemi, la correttezza delle sequenze nucleotidiche di 

interesse, isolate ed amplificate e la funzionalità dell’intera cell factory.  

Per vettore di clonaggio si intende un vettore in grado di contenere tutte le sequenze di 

controllo e segnali necessari alla cellula ospite per moltiplicare le copie del frammento di DNA 

clonato. Ai fini della presente invenzione può essere utilizzato qualsiasi vettore di clonaggio o 

espressione noto al tecnico del settore in grado di permettere l’amplificazione in una cellula batterica 

delle sequenze dei geni di interesse ottenuti come prodotti di PCR.  

Esempi di vettori di clonaggio utilizzabili per un inserimento diretto dei prodotti di PCR sono per 

esempio il vettore pDrive (Qiagen) e/o vettori appartenenti alla classe pCR (Invitrogen) come, ad 

esempio, il vettore pCR 2.1. La scelta di questi vettori presenta il vantaggio di un clonaggio 

immediato dei prodotti ottenuti mediante PCR. Vettori di espressione procariotici possono essere per 

esempio i vettori della classe pET. 

L’utilizzo dei vettori di clonaggio, l’inserimento nel loro polylinker delle sequenze di interesse, e la 

trasformazione di cellule ospiti batteriche, sono operazioni sperimentali descritte puntualmente in 

manuali di laboratorio (e.g. vedi Sambrook “Molecular Cloning” third edition   Vol 1 capitolo 1), o, nel 

caso di vettori commerciali e cellule ospiti commerciali, nelle indicazioni del fornitore.  

Allo scopo di sequenziare i geni clonati, sono stati disegnati primer idonei tenendo conto della 

mappa del vettore utilizzato. Esempi di tali vettori sono riportati come SEQ ID NO: 21 a 32 in tabella 

4.  

tabella 4  

Primer  Gene Sequenza 

M13 FORWARD 
Plasmid pCR 

2.1 and pDrive 
5’-GTAAAACGACGGCCAGT-3’ SEQ ID NO:21 
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M13 reverse 
Plasmid pCR 

2.1 and pDrive 
5’-AACAGCTATGACCATG-3’ SEQ ID NO:22 

T7 pET vector 
5'-TAATACGACTCACTATAGGG-3'  

SEQ ID NO:23 

T7 terminator pET vector 
5'-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3'  

SEQ ID NO:24 

79 seq F CYP79B1 
5’-GATCACCGTCACATGCCCTAAG-3’ 

SEQ ID NO:25 

79 seq R CYP79B1 
5’-GGAGGTTAAAGGCGGCGACAGG-3’ 

SEQ ID NO:26 

Cyp83 atg CYP83B1 
5’-AAATGGATCTCTTATTGATTATAGCCG-3’ 

SEQ ID NO:27 

Cyp83 969 down CYP83B1 
5’-GCTTTCTTCATTGCTTCAGGG-3’ 

SEQ ID NO:28 

Cyp 83 UP2 CYP83B1 
5’-AGACGAGACTCTTGACCCTAACCGC-3’ 

SEQ ID NO:29 

C-S 308 Primer F C-S lyase 
5’-CAATTCTTACTGTCCCGGAGCTG-3’ 

SEQ ID NO:30 

Tio  seq UGT 
5’-T CGAAGGGTTAGAGACACAAGG-3’ 

SEQ ID NO:31 

309 S-TRANS 
Sulfo-  

transferase 

5’- GAACCCGCTCCTCAAACGTAACCC-3’ 

SEQ ID NO:21 

I primers di sequenza M13 forward,  M13 reverse,  T7 e T7 terminator sono sequenze commerciali e 

sono utilizzate per sequenziale frammenti di DNA clonato in un plasmide. Tutti gli altri primers sono 

stati disegnati su sequenze di Brassica oleracea var Botrytis ottenute con un walking sul gene. Altri 

primer alternativi possono essere facilmente disegnati, essendo nota la mappa dei vettori scelti.  Il 

sequenziamento può essere effettuato, secondo metodologie ben note al tecnico del settore anche 

avvalendosi di sequenziatori automatici. 

Clonaggio in vettori di espressione in lievito  

I geni di interesse sono clonati in vettori idonei per l'espressione di proteine in lievito. Dopo ogni 

passaggio di clonaggio anche in vettori di espressione, i geni sono stati sequenziati per confermarne 

l’identità utilizzando idonei primers come quelli riportati in tabella 4  (in realtà i geni sono stati 

sequenziali prima del clonaggio nei plasmidi d’espressione).  

L’inserimento di detti geni nello specifico vettore di espressione di lievito è reso possibile dalla 

presenza di siti di restrizione utilizzabili nel vettore di clonaggio che è stato fornito all’unità operativa 

responsabile del clonaggio in lievito.  

Ai fini della presente descrizione con l’espressione “vettore di espressione” si intende un vettore in 

grado di garantire, per la presenza di opportune sequenze controllo, la trascrizione e la traduzione 

all’interno della cellula ospite del gene o dei geni di interesse in esso inseriti.  
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Esempi di vettori idonei per l’espressione in cellule di lievito utilizzabili a questo scopo sono: i vettori 

YEp (yeast episomal plasmid), i vettori YRp, (yeast replication plasmid), i vettori YAC (yeast artificial 

chromosome), i vettori YLp (yeast integrative plasmid) ed i vettori pYX, per esempio pYX012, 

pYX022  o pYX042. 

I vettori YEp (yeast episomal plasmid) sono detti episomali e possiedono la capacità di replicarsi 

grazie alla presenza della sequenza 2�. I vettori YRp (yeast replication plasmid) sono anch'essi 

capaci di replicazione autonoma grazie alla sequenza ARS (autonomously replicating sequence). Gli 

YAC (yeast artificial chromosome) sono dei vettori lineari. I vettori YIp (yeast integrative plasmid) 

sono plasmidi di tipo integrativo, cioè plasmidi che contengono una particolare sequenza che 

permette la loro integrazione nel genoma del lievito stabilmente.  

Un vettore idoneo per l’espressione in lievito potrà contenere diversi elementi quali ad esempio uno 

o più marcatori idonei per la selezione in lievito, uno o più sequenze di controllo quali promotori o 

terminatori, uno o più origini di replicazione.  

Esempi di promotori utilizzabili a questo fine sono i promotori TPI (Trioso Fosfato Isomerasi) da S. 

cerevisiae, Z. bailii, Z. rouxii, GAP (Gliceraldeide Fosfato Deidrogenasi) da S. cerevisiae, P. pastoris, 

ADH (Alcol deidrogenasi, versione costituiva) da S. cerevisiae, HXT (Trasportatore di Esosi, 

versione costituiva) da S. cerevisiae, GAL1-10 (Galattochinasi, inducibile) da S. cerevisiae, per 

nominarne alcuni.  

Esempi di marcatori utilizzabili sono i marcatori di selezione URA3, LEU2, HIS3, TRP1, ADE2, 

MET1, LYS2. 

Ogni vettore di espressione può comprendere uno, due o più geni di interesse. Per esempio, tutti i 

geni che codificano l'intero pathway biosintetico possono essere inseriti in un unico vettore o in due, 

tre, quattro o cinque vettori di espressione.  

In una forma di realizzazione dell'invenzione un primo vettore può comprendere i geni codificanti 

due enzimi del gruppo CYP450, per esempio CYP79B e CYP83B, un secondo vettore i geni 

codificanti gli enzimi ad attività C-S Liasica e UGTasica, ed un terzo vettore il gene dell'enzima ad 

attività sulfotransferasica o eventuali geni addizionali per l'ottenimento di derivati della 

glucobrassicina. Tuttavia, in altre forme di realizzazione, la distribuzione dei geni nei plasmidi di 

espressione può essere differente.        

Ogni vettore contiene indipendentemente un promotore, per esempio il promotore bTPI, oppure il 

promotore GAP, ed un marcatore di selezione quale URA3, HIS3, o LEU2.  

Cellula ospite di lievito 

I vettori di espressione di lievito comprendenti i geni d’interesse sono usati per trasformare cellule 

ospiti di lievito (cell-factory).  

La cell-factory è costituita da qualsiasi specie di lievito della famiglia delle Saccharomyicetaceae del 

gruppo dei GRAS (Generally Recognized as Safe) dalla FDA USA e per la quale la glucobrassicina, 

un suo intermedio o un suo derivato non risultino tossici. Il tecnico del settore sarà in grado senza 

attività inventiva e sulla base della presente descrizione di selezionare la specie o ceppi di lievito 

idonei. 

Esempi di specie idonee sono tutte le specie appartenenti al genere Saccharomyces, ad esempio le 

specie S. cerevisiae, Z. bailii, S. bayanus, S. rouxii, S. sake,  o S. tavarum,  al genere Pichia ad 

esempio la specie Pichia Pastoris.  
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I lieviti vengono decritti, a titolo di esempio, nel seguente testo: N. J. W. Kreger-van Rij, “The 

Yeasts,” Vol. 1 of Biology of Yeasts, Ch. 2, A. H. Rose and J. S. Harrison, Eds. Academic Press, 

London, 1987. 

In una forma di realizzazione dell'invenzione, i generi di lievito utilizzabili, tra gli altri, possono essere

Saccharomyces, Zygosaccharomyces, Candida, Hansenula, Kluyveromyces, Debaromyces, 

Nadsonia, Lipomyces, Torulopsis, Kloeckera, Pichia, Schizosaccharomyces, Trigonopsis, 

Brettanomyces, Cryptococcus, Trichosporon, Aureobasidium, Phaffia, Rhodotorula, Yarrowia, o 

Schwanniomyces. Di preferenza il lievito verrà selezionato dai generi Saccharomyces, 

Zygosaccharomyces, o Kluyveromyces. 

Vantaggiosamente possono essere usati ceppi di lievito modificati geneticamente in modo tale da 

essere resi auxotrofici, e quindi dipendenti per la crescita da un fattore, aminoacido o nucleotide, 

normalmente sintetizzato. L’incapacità del ceppo mutato di sopravvivere in un terreno privo di tale 

fattore è utilizzata come marcatore genetico metabolico per visualizzare la riuscita di esperimenti di 

trasformazione mediante un passaggio di selezione. Esempi di ceppi di lievito geneticamente 

modificati idonei sono GRF18U (MAT�, ura; leu2-3,112; his3-11,15; cir+, Brambilla et al., FEMS 

Microbiol. Lett. 1999, 171: 133–140), W3031B, BY4742 (EuroScarf Accession No. Y10000), 

CEN.PK strains 102-5B (MATa, ura3-52, his3-11, leu2-3/112, TRP1, MAL2-8c, SUC2) and 113-11C 

(MATa, ura3-52, his3-11, TRP1, MAL2-8c, SUC2 - Dr. P. Kötter, Institute of Microbiology, Johann 

Wolfgang Goethe-University, Frankfurt, Germany) .  

Requisito essenziale della cellula ospite è la resistenza alla glucobrassicina o ai suoi derivati o ai 

suoi intermedi. A questo scopo, esperimenti preliminari hanno mostrato che i lieviti utilizzati come 

cellule ospiti nella presente invenzione, per esempio S. cerevisiae, sono in grado di crescere in 

presenza di una miscela di glucosinolati fino a concentrazioni di 100 ng/L-1 senza significative 

differenze rispetto le colture controllo (vedi esempio 5 e Fig.3). 

Metodo di trasformazione delle cellule ospiti 

La trasformazione dei lieviti è effettuata seguendo metodi noti in letteratura in cui sono usati vettori 

d’espressione di lievito come precedentemente descritti comprendenti almeno un gene d’interesse. 

Esempi di metodi di trasformazione che possono essere usati sono il metodo del litio acetato 

(LiAc/ssDNA/PEG, vedi Gitz e Woods 2002), dell’elettroporazione, degli sferoplasti. In particolare, il 

metodo del Litio Acetato sfrutta la destabilizzazione della membrana determinata da questo sale, in 

conocomitanza ad uno shock termico, per favorire l’ingresso del DNA esogeno. L’ingresso viene 

veicolato da un frammento di acido nucleico a singolo filamento (nel caso si tratti di DNA, questo 

viene denaturato ed in seguito mantenuto a basse temperature fino al momento della 

trasformazione. 

In una specifica forma di realizzazione, i vettori d’espressione prima di essere usati per la 

trasformazione possono essere linearizzati con idonei enzimi di restrizione, per favorirne 

l’integrazione, quali gli enzimi StuI, BssHII, HpaI, BstXI o altri. 

Per esempio, il vettore pYX012 può essere linearizzato con l’enzima StuI, il plasmide pYX022 con 

l’enzima BssHII, il plasmide pYX042 con l’enzima HpaI o BstXI.  In una forma di realizzazione 

preferita dell'invenzione, la cellula ospite è trasformata con vari vettori d’espressione 

cumulativamente comprendenti tutti i 5 geni che compongono l'intero cammino biosintetico della 

glucobrassicina. In questo caso, la cellula esprime i cinque enzimi, per esempio CYP79B1, 
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CYP83B1, C-S liase, UGT e Sulfotransferase, che sintetizzano la glucobrassicina quando il mezzo 

di coltura contiene idonee quantità di triptofano. 

In altre forme di realizzazione dell'invenzione, la cellula ospite è trasformata soltanto con gli ultimi 

quattro enzimi, oppure gli ultimi tre, o gli ultimi due o addirittura solo l'ultimo enzima del cammino 

biosintetico della glucobrassicina.  

In questi casi, la cellula ospite è capace di produrre glucobrassicina solo se il mezzo di coltura 

comprende sufficienti quantità del corrispondente composto intermedio, come substrato di partenza. 

Per esempio quando la cell factory trasformata comprende solo quattro geni: CYP83B, C-S liasi, 

UGT e Sulfotransferasi il mezzo di coltura dovrà contenere come substrato l'indolo-3-

acetoaldossima. Se la cellula ospite comprende solo tre geni: C-S liasi, UGT e Sulfotransferasi, il 

substrato sarà l'S(indolylmethylthio-hydroximoyl)-L-cysteine. Se i geni eterologhi sono i due finali, il 

substrato sarà l'indolil-metil-tioidrossimato o l'indolil-metil-desulfoglucosinolato nel caso in cui la 

cellula ospita contenga il solo gene dell'enzima Sulfotransferasi. 

In alcune situazioni può anche essere utile produrre un prodotto intermedio della glucobrassicina: in 

questi casi la cell factory comprenderà solo i primi 4 geni del cammino biosintetico ed il prodotto 

finale è l'indolylmethyl-desulfoglucosinolato, oppure solo 3 geni ed il prodotto finale sarà l'indolil-

metil-tioidrossamato, oppure solo due geni ed il prodotto finale sarà l'S(indolylmethylthio-

hydroximoyl)-L-cysteine oppure un solo gene ed il prodotto finale sarà l'indolo-3-acetoaldossima. 

Crescita e selezione delle cellule trasformate di lievito 

Le cellule di lievito trasformate come descritto precedentemente sono sottoposte opzionalmente ad 

un passaggio di selezione. Come riportato sopra possono essere utilizzati ceppi di lievito modificati 

geneticamente in modo tale da essere resi auxotrofi, e quindi dipendenti per la crescita, da un 

fattore quale un aminoacido o un nucleotide, normalmente sintetizzato. L’incapacità del ceppo 

mutato di sopravvivere in un terreno privo del composto per cui è stato reso auxotrofo viene 

utilizzata come marcatore genetico metabolico per selezionare le cellule che hanno incorporato i 

geni d’interesse. Nel vettore, oltre ai geni di interesse per la trasformazione, sarà inserita una copia 

funzionante del gene mutato che determina l’auxotrofia nel ceppo; se il vettore viene quindi inserito 

nella cellula ospite, il prodotto del gene ripristinerà il fenotipo prototrofo evidenziando la riuscita della 

trasformazione attraverso uno screening su un terreno selettivo privo del nutriente necessario per la 

crescita del ceppo auxotrofo. A titolo d'esempio se si utilizzerà un ceppo di lievito che non è in grado 

di sintetizzare l’Uracile ed un vettore comprendente il gene per la sintesi dell’Uracile sarà utilizzato 

un terreno di selezione privo di Uracile. La scelta del terreno di selezione e delle condizioni operative 

dipenderà quindi dal ceppo di lievito e dal vettore d’espressione selezionato.  

Usualmente, i trasformanti di lievito sono selezionati dopo crescita a 30°C per un periodo da 24 a 48 

o a 72 h su piastre di terreno selettivo in seguito alla complementazione delle rispettive auxotrofie. A 

seguito della comparsa delle colonie i cloni indipendenti possono essere ripiastrati su terreno 

selettivo per un ulteriore selezione. 

L’effettiva incorporazione dei geni d’interesse nelle cellule di lievito può essere verificata ad esempio 

tramite PCR o analizzando la produzione di glucobrassicina di un suo intermedio o di un suo 

derivato. 

Per ragioni di chiarezza è bene sottolineare che l’espressione “lievito trasformato” ha 

essenzialmente il medesimo significato di “lievito ricombinante”. Il lievito trasformato può essere una 



                                                                                                              BI4124R 16

cellula che direttamente riceve il vettore utilizzato durante la trasformazione o anche la progenie di 

tale lievito. 

Metodo di ottenimento della glucobrassicina da cellule di lievito e purificazione 

Cellule di lievito modificate secondo l'invenzione sono coltivate in terreni di diverso tipo, ad esempio 

terreni complessi, sintetici o selettivi. Tipicamente le cellule sono coltivate in terreno YPD 

opportunamente integrato o in terreno minimo, contenenti triptofano o una fonte adeguata di 

triptofano. Concentrazioni idonee di triptofano nel terreno di crescita variano da 100 a 250 mg/L per 

esempio 110, 120, 130, 140, 150, 200, 210, 220 mg/L. 

La glucobrassicina prodotta dalla cell factory dell'invenzione, o un suo precursore o derivato, può 

essere ottenuta dall'estratto cellulare. Le cellule ospiti sono separate dal mezzo di cultura, per 

esempio attraverso centrifugazione o filtrazione, e lisate utilizzando tecniche note quali la rottura 

meccanica, ultrasuoni, osmosi, pressione, in soluzione tampone, usualmente tampone fosfato a pH 

7.  

La separazione del surnantante dai frammenti cellulare è condotta attraverso centrifugazione, 

filtrazione, filtrazione su colonna cromatografica e tecniche equivalenti. Il surnatante contiene la 

glucobrassicina e può essere utilizzato in quanto tale o sottoposto ad ulteriore estrazione e 

purificazione della glucobrassicina stessa.  

Alternativamente, la glucobrassicina può essere ottenuta per estrazione dal terreno di coltura con 

solventi idonei, quali metanolo, etanolo ect. e successiva purificazione. Nei due casi, il prodotto 

finale può essere purificato con tecniche cromatografiche quali la gel filtrazione, la cromatografia per 

scambio ionico, o la cromatografia per interazione idrofobica o per affinità. Il metodo di preparazione 

può comprendere un passaggio finale di essiccamento o di liofilizzazione.   

Gli inventori, per esempio hanno impiegato quete due mtodiche per reperire Glucobrassicina dalle 

cellule e dal terreno di crescita al fine di analizzarne il contenuto: 

Preparazione da pellet cellulari 

I campioni, pellet cellulari e semi omogenati, sono stati portati ad un volume di 2 ml con acqua, tale 

operazione è stata effettuata in ghiaccio, dove sono rimasti per circa 10 minuti, quindi è stato 

effettuato un ciclo di congelamento e scongelamento. 800 �l di tale soluzione sono stati prelevati e 

trasferiti in una provetta Corex® da 15 ml contenente 4 ml di acqua a circa 80 °C. L’estrazione è 

avvenuta in continua agitazione per 20 minuti, dopodiché il campione è stato centrifugato a 1500xg 

per 5 minuti. Il surnatante è stato separato dal fondo, contenente le cellule, tramite una siringa. Sulle 

cellule è stata fatta una seconda estrazione con 2 ml d’acqua per 15 minuti utilizzando le stesse 

condizioni riportate sopra. Anche questo campione è stato centrifugato a 1500xg per 5 minuti e il 

surnatante separato riunito a quello ottenuto in precedenza. Tale soluzione è stata filtrata con filtri da 

0,2 �m Minisart® (Sartorium Stedim Biotech), posta in un pallone e portata a secco tramite 

evaporatore rotante. Si è ripreso il tutto con 3 ml di H2O:CH3OH (30:70) per valutare la presenza di 

una frazione proteica nel precipitato, quindi si è centrifugato a 1500xg per 5 minuti, il surnatante è 

stato recuperato e portato a secco con evaporatore rotante. Il residuo è stato ripreso con 2 ml 

d’acqua e caricata su colonnina SPE C18/scambio anionico Strata X-AW. 

Preparazione da mezzo di coltura 
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Sono stati prelevati 10 ml di campione, posti in una provetta Corex® e centrifugati a 3000 rpm per 5 

min. Il surnatante è stato separato dal fondo di colore bianco, quindi filtrato con filtri da 0,2 �m 

Minisart. Tale soluzione è stata ridotta con evaporatore rotante ottenendo un residuo oleoso giallo 

scuro. Il tutto è stato ripreso con 5 ml di H2O:CH3OH (30:70), nuovamente ridotto e 

successivamente ripreso con 2 ml d’acqua e caricata su colonnina SPE C18/scambio anionico 

Strata X-AW. 

Metodo di identificazione e determinazione della concentrazione di glucosinolati  

La determinazione dei glucosinolati è eseguita mediante degradazione alcalina e reazione con 

ferricianide come descritto da Jezeck et al. (1999, "Determination of glucosinolates using their 

alkaline degradation and reaction with ferrycianide" J. Agric. Food Chem. 47:4669-4674) 

Il metodo si basa sulla misura della reazione tra ferricianide e I prodotti derivati dalla degradazione 

alcalina dei glucosinolati. Il saggio è stato fatto su campioni di estratti cellulari, ottenuti mediante 

rottura meccanica delle cellule in buffer fosfato 0.2M at pH 7. Il metodo può essere ugualmente 

condotto su campioni del terreno di coltura. I campioni sono trattati con ferri cianite, dopo 

degradazione alcalina e quindi misurata l'assorbanza a 420 nm.  

Alternativamente, la determinazione qualitativa/quantitativa dei glucosinolati e, nello specifico della 

glucobrassicina o suoi derivati, può essere eseguita col tecnica HPLC-ESI-TRAP-MS (high 

performance liquid chromatography-electrospray ion trap mass spectrometry). 

Il campione da analizzare contenente glucosinolati ottenuti secondo il metodo dell'invenzione o 

attraverso altri metodi, per esempio da semi del genere Brassica, e deidratato e poi ridissolto in un 

solvente idoneo per l’HPLC, per esempio miscele acquose di solventi organici polari quali acido 

formico, acido trifluoroacetico o acetonitrile; il campione da analizzare può essere un lisato cellulare 

o un surnatante cellulare o un estratto vegetale. La separazione attraverso HPLC è effettuata con 

miscela acquosa di solvente organico in gradiente crescente di quest’ultimo su una colonna di tipo 

idrofobico. In un esempio di realizzazione la separazione in HPLC é eseguita utilizzando 0.1% di 

acido formico (FOA) in acqua come eluente A e 0.1% di FOA in aceto nitrile come eluente B. Il 

gradiente è stato  mantenuto al 2% di B per qualche minuto, poi linearmente portato al 20% di B e 

successivamente al 52% di B. Infine l’eluente B ha raggiunto il 100% fino ad eluizione totale.  

L’eluito dalla colonna è precipitato ed analizzato in spettrometria di massa del tipo electrospray ion 

trap mass spectrometry per visualizzare la presenza dei rapporti m/z aspettato per i glucosinolati e 

per ottenere pattern di frammentazione utili per la caratterizzazione strutturale. 

La medesima procedura è stata applicata per analizzare sia le cellule che il surnatante: le cellule 

sono state raccolte e risospese in acqua (1/25 del volume di coltura approssimativamente), mentre 

son stati utilizzati 10 ml del medium di coltura. 

Formulazione delle cellule comprendenti la cell factory  

Le cellule di lievito contenenti la cell factory dell'invenzione possono essere utilizzate come 

medicamento, come nutriceutico o come reattori per la produzione di glucobrassicina. 

É noto infatti che i glucosinolati quali la glucobrassicina hanno un’attività biologica, e che la loro 

idrolisi in vivo porta alla formazione di un ampio spettro di prodotti di degradazione biologicamente e 

farmacologicamente ancor più attivi, quali gli indolo-3-carbinoli. Questi composti hanno differenti 

effetti sui patogeni che attaccano la pianta, e agiscono su molti organismi, quali virus, batteri e 

funghi. Si è inoltre notato che i glucosinolati possono avere un ruolo come agenti chemio protettivi 
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contro l’insorgenza di tumori. In particolare, gli indolo-3-carbinoli, che derivano dal metabolismo in 

vivo della glucobrassicina, sono molto efficaci contro il cancro della ghiandola mammaria [Cover et 

al. (1998); Cover et al. (1999)]. 

A fine farmaceutico o alimentare, le cellule di lievito secondo l'invenzione sono formulate in qualsiasi 

tipo di composizione che ne preservi la vitalità e la funzionalità nel tempo. Le composizioni potranno 

essere in forma liquida, quali soluzioni, sospensioni, emulsioni, solida, per esempio una polvere o un 

granulato liofilizzati, o semisolida. Le cellule possono inoltre essere immobilizzate su un supporto 

solido che ne preservi la vitalità e permetta il loro uso continuativo, anche a livello industriale, come 

"reattori" per la produzione di glucobrassicina.  

Composizioni farmaceutiche o alimentari potranno comprendere uno o più veicoli, diluenti e/o 

eccipienti farmaceuticamente accettabili o idonei all'alimentazione. Composizioni idonee per 

l'assunzione orale sono capsule, compresse, pasticche, tavolette, polveri, granuli, soluzioni, 

sospensioni emulsioni in liquidi acquosi o non acquosi, emulsioni olio in acqua o acqua in olio, 

schiume o battuti commestibili. 

In particolare il mercato dei nutraceutici (functional foods), ovvero degli alimenti di uso comune e 

ben diffusi sul mercato e addizionati di sostanze con attività probiotica (siano essi singole molecole o 

interi organismi), rappresenta un ideale applicazione pratica; i prodotti formulati, sfruttando la 

glucobrassicina purificata come addizionante, potranno spaziare dagli yogurt, similmente a quanto 

presente già sul mercato con prodotti dedicati al controllo della ipercloestrolemia tramite 

addizionamento di steroli vegetali, fino a marmellate o bevande e tisane. Inoltre la possibilità di poter 

raggiungere gradi di purezza intermedi rispetto alle formulazioni farmaceutiche garantisce il controllo 

dei costi  di produzione e quindi la possibile diversificazione dei mercati di riferimento. 

Le composizioni potranno contenere idonei agenti aromatizzanti, conservanti, disperdenti e 

coloranti. al fine di garantirne una buona attività biologica nei prodotti distribuiti, il mantenimento di 

questa attività nel tempo, caratteristiche sensoriali appetibili e la capacità di poter raggiungere il

distretto corporeo nel quale  esplicare la attività benefica.  

Specifiche forme di realizzazione dell'invenzione sono descritte in maniera dettagliata nei seguenti 

esempi, che hanno semplice scopo illustrativo e non limitativo dell'ambito di protezione conferita. 

Esempio 1: Preparazione dei vettori per la trasformazione di cellule di lievito (FIG. 8A)

Preparazione dei promotori 

La sequenza del promotore Z. bailii TPI (Triose Phosphate Isomerase) è stata amplificata per PCR 

dal plasmide pZ3 . Per l’amplificazione, sono stati utilizzati i seguenti primers:

TPI probe: 5’-TTT GTT ATT TGT TAT ACC GAT GTA GTC TCT-3’; SEQ ID NO: 43 

ter Kpn: 5’-GGG GTA CCC CAG CTG GAG CTA GAC AAA GAC-3’. SEQ ID NO:44 

L’amplificazione è stata ottenuta utilizzando la  DNA polimerasi Pwo DNA (Roche). La temperature 

di annealing è stata settata su 55.8 °C ed il tempo  di allungamento era di 2 minuti. 

I frammenti di DNA ottenuti sono poi stati subclonati in un plasmide shuttle pSTBlue-1 utilizzando il 

Perfectly Blunt Cloning Kit (Novagen) e successivamente sequenziati per verificare la corretta 

amplificazione. Il frammento bTPI è stato ottenuto con un taglio KpnI del plasmide. 

La sequenza del promotore di P. pastoris GAP  è stata tagliata con una reazione enzimatica BglII-

HincII dal vetore  pGAPZ (Invitogen) e sub-clonata nel vettore plasmidico shuttle pSTBlue-1, 
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utilizzando il kit Perfectly Blunt Cloning Kit (Novagen). Il plasmide pYX042gap è stato ottenuto 

mediante il rimpiazzo del TPI promoter di  S. cerevisiae nel plasmide  pYX042 (R&D Systems) con il 

promotore GAPr. Il promotore originale è stato tagliato con EcoRI blunted-AatII  e il promotore GAP 

è stato escisso con EcoRI blunted- SnaBI dal plasmide  pSTBlue-1gap. 

Costruzione del plasmide pYX012[CYP83 bTPI-CYP79] (FIG. 8A) 

Il gene CYP83B1 è stato exciso dal vettore pET3 (Novagen) utilizzando gli enzimi di restrizione NcoI

e BamHI, quindi inserito nel vettore d’espressione per lievito pYX012 (R&D Systems, allegato 1, 

marcatore di selezione URA3) tagliato con gli stessi enzimi di restrizione. Il vettore così ottenuto è 

stato digerito con l’enzima KpnI, defosforilato e ligato con la sequenza corrispondente al promotore 

bTPI  exciso mediante lo stesso enzima KpnI dal vettore pSTBluebTPI. Il vettore a questo punto è 

stato digerito con l’enzima XbaI, bluntato e defosforilato e ligato al gene CYP79B1, exciso mediante 

gli enzimi BglII e BamHI  dal plasmide pET3, dopo aver anche in questo caso bluntato entrambe le 

estremità.  

Costruzione del plasmide pYX022[UGT bTPI-C-S lyase] (FIG.8B) 

Il gene UGT è stato exciso dal vettore pCR2.1 (Invitrogen) attraverso l’enzima EcoRI quindi inserito 

nel vettore d’espressione per lievito pYX022 (R&D Systems, allegato 2, marcatore di selezione 

HIS3) linearizzato con lo stesso enzima di restrizione. Il vettore così ottenuto è stato digerito con 

l’enzima KpnI, defosforilato e ligato con la sequenza corrispondente al promotore bTPI  exciso 

mediante lo stesso enzima KpnI dal vettore pSTBluebTPI. Il vettore a questo punto è stato digerito 

con l’enzima XbaI, bluntato e defosforilato e ligato al gene C-S lyase, escisso mediante gli enzimi 

EcoRV e SpeI dal plasmide pCR2.1, dopo esser stati entrambi bluntati. 

Costruzione del plasmide pYX042gap[Sulfo-Transferase] (FIG. 8C) 

Il gene Sulfo-Transferase è stato exciso dal vettore pET3 (Novagen) utilizzando gli enzimi di 

restrizione NcoI e FspI quindi inserito nel vettore d’espressione per lievito pYX042gap (R&D 

Systems, allegato 3, marcatore di selezione LEU2) tagliato con gli enzimi di restrizione NcoI e SmaI.  

ESEMPIO 2 (Trasformazione e selezione delle cellule di lievito)

Il ceppo CENPK di S. cerevisiae è stato trasformato con tre distinti plasmidi integrativi descritti 

nell’esempio 1, recanti i 5 geni di pianta, codificanti per l’intero pathway biosintetico. La 

trasformazione del ceppo di lievito d CEN.PK di S. cerevisiae è stata eseguita seguendo il metodo 

del Litio Acetate/ssDNA, come descritta da by Gietz and Woods (2002), i vettori d’espressione, e i 

rispettivi vettori di controllo, sono stati linearizzati per favorirne l’integrazione nel corrispondente 

marcatore auxotrofico presente nel genoma in forma mutata, e quindi non funzionale; in dettaglio: 

� pYX012 : StuI 

� pYX012[CYP83 bTPI-CYP79]: StuI 

� pYX022 : BssHII 

� pYX022[UGT bTPI-C-S lyase]: BssHII 

� pYX042gap: HpaI 

� pYX042gap[Sulfo-Transferase]: BstXI 

I trasformanti di lievito sono stati selezionati dopo crescita a 30°C per 48-72h su piastre di terreno  

selettivo in seguito alla complementazione delle rispettive auxotrofie. A seguito della comparsa delle 

colonie, 8 cloni indipendenti sono stati ristrisciati sempre su piastre di terreno selettivo. 

Da 6 trasformanti indipendenti sono state fatte le PCR di controllo per verificare l’inserimento dei 

geni di interesse, ed in seguito i trasformanti sono stati analizzati per le prove di produzione, valutate 



                                                                                                              BI4124R 20

tramite metodo spettrofotometrico. Da tali prove sono poi stati selezionati i tre ceppi migliori per le 

ulteriori analisi di produzione in HPLC. 

ESEMPIO 3: Produzione e purificazione della glucobrassicina 

Metodi applicativi per la purificazione di glucobrassicina da colture di lievito sono paragonabili a 

quelle impiegate per l’analisi qualitativa della stessa e dei suoi intermedi. 

Purificazione tramita SPE C18/scambio anionico

La purificazione di tutti i campioni è avvenuta tramite SPE C18/scambio anionico Strata X-AW 

(Phenomenex® Polymeric weak anion - Reversed Phase & Weak Anion Exchange), utilizzando tutto 

il campione a disposizione (2ml) per quanto riguarda “pellet cellulare e “surnatante”, e 100µl diluiti 10 

volte con acqua per quanto riguarda i semi di colza e il rafano.  

Il condizionamento della colonnina è stato effettuato con 3 ml di metanolo, la successiva operazione 

di equilibratura con lo stesso volume d’acqua. Dopo l’introduzione del campione sono stati eseguiti 

due lavaggi della colonna, prima con acqua e poi con metanolo, entrambi utilizzando un volume di 3 

ml. L’eluizione è stata condotta con 5 ml di CH3CN:NH4OH (98:2), tale soluzione è stata portata a 

secco con evaporatore rotante, quindi il residuo è stato ripreso con 1,2 ml di H2O:CH3CN (98:2). 

Analisi HPLC-MS

Sono stati iniettati 50µl di campione derivante dai semi di colza e dal rafano e 100µl di campione 

derivante dai “pellet cellulari” e “dai surnatanti”. La cromatografia è stata eseguita con un 

cromatografo HPLC Agilent® 1100 utilizzando come eluenti: A) H2O + 0,1 % FOA (acido formico), 

B) H2O + 0,1 % FOA. Nelle seguenti tabelle sono riportate le caratteristiche della colonna e i 

parametri operativi utilizzati: 

Colonna cromatografia: Phenomenex® Jupiter 250x2,00 mm RP C18 5�m 

Gradiente di eluizione (% di B): 0’-2%, 3’-2%, 8’-20%, 20’-35%, 23’-100%, 25’-100% 

Temperatura colonna: 35 °C 

Flusso: 300 �l/min 

Volume d’iniezione:100 �l 

Lunghezze d’onda monitorate: 220, 260, 280 nm 

Lo spettrometro di massa utilizzato è stato un Agilent® ion trap MSD 1100 con sorgente di 

ionizzazione elettrospray. L’analisi è stata effettuata in modalità ioni negativi utilizzando. I parametri 

operativi impiegati sono i seguenti: 

Flusso “drying gas”: 10,00 ml/min 

Pressione “drying gas”: 40 psi 

Temperatura: 350 °C 

Intervallo di acquisizione: 2-40 min 

Range di m/z:100-700 m/z 

Tensione capillare: 3200 V 

Tensione controelettrodo: -500 V 

Tensione uscita del capillare: -90,0 V 

Tensione “skimmer”: -30,0 V 

“Trap drive”: 45,0 V 

ESEMPIO 4: Ottenimento del DNA codificante
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Materiale vegetale e preparazione dell’RNA 

I semi di Brassica oleracea var. Botrytis sono stati seminati in normale terreno da semina e fatti 

germogliare. La crescita è stata approntata con un fotoperiodo di 16 h di luce e 8 h di buio. 

0.1 g di foglie cotiledonari di 15 giorni dalla data della germinazione,sono poi state utilizzate come 

materiale di partenza per l’estrazione di RNA, effettuata con il  kit Qiagen RNeasy plant min kit. Tutti 

gli estratti sono stati utilizzati o freschi oppure mantenuti a -80 °C. 

Isolamento dei geni 

La sintesi del cDNA è stata fatta utilizzando il kit Qiagen One-step RT-PCR  impiegando primers 

specifici per ciascun gene (Tabella  1). 

Il DNA amplificato è stato inizialmente clonato come prodotto di PCR nei plasmidi pDrive (Qiagen) 

oppure pCR 2.1 (Invitrogen) e sequenziato per confermarne l’identità.  I plasmidi pDrive e pCr 2.1 

sono sostanzialmente molto simili, permettono infatti il clonaggio immediato di un prodotto di PCR. Il 

plasmide pDrive, commercializzato da Qiagen, è stato utilizzato per il clonaggio di Cyp 79B1 

solamente; in seguito si è passato all’utilizzo del vettore pCR 2.1, utilizzato quindi per Cyp83B1, C-S 

Liasi, UGT e sulfotransferasi. 

Per tutte le amplificazioni mediante PCR sono stati impiegati dei protocolli simili, variando 

semplicemente il tempo di estensione della replicazione del DNA e la temperatura di anealing. 

Esempi di tali procedure sono riportati in tabella 5 

Tabella 5 

Gene  Coppia di primers T anealing Tempo di estensione 

CYP79B1 SEQ ID NO: 1- SEQ ID NO: 2 45 °C 2 minuti 

CYP79B1 SEQ ID NO: 11- SEQ ID NO: 12 50 °C 2 minuti 

CYP83B1 SEQ ID NO: 3-SEQ ID NO: 4 45 °C 2 minuti 

CYP83B1 SEQ ID NO:13 - SEQ ID NO:14 52 °C 2 minuti 

C-S lyase SEQ ID NO: 5 - SEQ ID NO:6 54 °C 1 minuto e 30 secondi 

C-S lyase SEQ ID NO:7 - SEQ ID NO:8 54 °C 1 minuto e 30 secondi 

UGT SEQ ID NO:7 - SEQ ID NO:8 52 °C 2 minuti 

UGT SEQ ID NO:17 - SEQ ID NO1:8 54 °C 2 minuti 

Sulfo-

transferase 
SEQ ID NO:9 - SEQ ID NO:10 52 °C 

2 minuti 

Sulfo-

transferase 
SEQ ID NO:19 - SEQ ID NO:20 50 °C 

2 minuti 

Ceppi Batterici 

Sono stati utilizzati per il presente lavoro I seguenti ceppi batterici di E. coli. 

QianEz  (Qiuagen) e Top 10F’ (Invitrogen) per Il clonaggio di prodotti da PCR. Nova blue e BL21 

DE3 (Novagen) sono stati impiegati per il clonaggio e poi l’espressione dei vettori pEt. 

Condizioni e terreni di crescita 
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I batteri sono stati cresciuti in terreno liquido LB broth (Tryptone 10 g/L, Yeast Extract 5g/L e NaCl 

10 g/L, pH 7.5) con l’aggiunta del corretto antibiotico, cioè Ampicillina 100 mg/L per QianEz  e Top  

10F’, Ampicillina 50 mg/L per  Nova blue  e BL21 DE3 con il pEt 3d e Kanamicina 30 mg/L per Nova 

blue  e BL21 DE3 con il pEt 9a. Tutte le crescite batteriche sono state effettuate a 37 °C. 

ESEMPIO 4: Sequenziamento

Dopo ogni passaggio di clonaggio anche in vettori di espressione, i geni sono stati sequenziati per 

confermarne l’identità utilizzando i primers di Tabella 4.  

Tutti I geni sono stati sequenziati da un ABI PRISM 310 Genetica Analyzer (Applied Biosystem), 

utilizzando il “Big Dye Terminator v 1.1, Cycle Sequencing”  kit (Applied Biosystem) e sono stati 

impiegati sia I primers sul vettore che quelli gene specifici come mostrato nella tabella 4. 

ESEMPIO 5: Resistenza della cellula ospite ai glucosinolati.   

Esperimenti preliminari hanno dimostrato che S. cerevisiae è in grado di crescere in presenza di una 

miscela di glucosinolati fino a concentrazioni di 100 ng L-1 senza differenze rimarchevoli rispetto le 

colture controllo (Fig. 3. 

Il risultato è in linea con i dati precedentemente descritti in letteratura, in cui è stato riportato che la 

crescita di S. cerevisiae è ridotta dell’85% rispetto al valore del controllo quando viene aggiunto al 

medium di crescita della singrina (allylglucosinolate o 2-propenylglucosinlate, un glucosinolato 

alifatico) a concentrazioni di 100 mg L-1 [Brabban and Edwards (1995)]. 

Esperimenti di tolleranza sono stati effettuati crescendo le cellule di lievito in YPD medium 

contenente 2% (w/v) glucoso, 2% tryptone, 1% yeast extract; nel terreno di crescita veniva quindi 

aggiunta o meno la miscela di glucosinolati. Dopo l’estrazione dei glucosinolati dai semi di rapa in 

commercio [Mellon et al., (2002)], la miscela di glucosinolati intatti è stata aggiunta in quantitativi 

crescenti: 4- 10- 25- 50-75- 100µg/mL. 

Per testare la produzione di glucobrassicina, la coltura di trasformati indipendenti è stata fatta in 

YNB (1.34% w/v) terreno minimo (Yeast Nitrogen Base - DIFCO) con 5% (w/v) di glucoso; Il 

triptofano è stato aggiunto ad una concentrazione finale di 200 mg/L. Le cellule di lievito sono state 

pre-coltivate in tereno minimo con glucosio e poi re-inoculate nei terreni indicati. La crescita dei lieviti 

è stata fatta sempre a 30 °C in shake flasks in agi tazione vigorosa, come indicato. 

ESEMPIO 6: Procedure di preparazione di diversi tessuti per l’analisi dei glucosinolati 

Estrazione da semi di colza [Brassica napus - ERM®-BC367]

2 g di semi sono stati sminuzzati accuratamente in un mortaio di agata, quindi trasferiti in un becker 

contenente 50 ml di acqua alla temperatura di circa 80 °C. Tale operazione è stata svolta sotto 

continua agitazione per un tempo di 20 minuti. La soluzione di colore giallo intenso è stata filtrata 

sotto vuoto utilizzando filtri di carta Whatman® 540. I residui dei semi rimasti sul filtro dopo la 

filtrazione, sono stati sottoposti ad una seconda estrazione in un becker con 25 ml di acqua ad 80 °C 

per 15 minuti, sempre in agitazione costante. La soluzione filtrata è stata riunita e ridotta con 

rotavapor sino ad ottenere un olio molto denso di colore giallo scuro. Il residuo giallastro è stato 

ripreso con 5 ml di una soluzione H2O:CH3OH (30:70). La soluzione è stata centrifugata a 15000xg 

per 5 minuti per separare il precipitato formatosi dal surnatante limpido e di colore giallo chiaro. 

Infine 100µl di tale soluzione è stata portata ad 1ml con H2O e caricata su colonnina SPE 

C18/scambio anionico Strata X-AW. 
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Estrazione da radice di rafano [Armoracia rusticana] 

4 g di radice sono stati tagliati in pezzi molto piccoli e trasferiti in un becker con 100 ml di acqua a 80 

°C. Questa operazione è stata effettuata in agitazi one costante per 20 minuti. La soluzione è stata 

filtrata sotto vuoto utilizzando filtri di carta Whatman® 540, quindi la radice è stata sottoposta ad una 

seconda estrazione. Il rafano rimasto è stato sminuzzato accuratamente con un mortaio di agata, 

quindi la seconda operazione di estrazione è stata effettuata con 50 ml d’acqua a 80 °C per un 

tempo di 15 minuti. La soluzione ottenuta è stata filtrata come la precedente frazione, quindi i due 

filtrati ottenuti sono stai riuniti e ridotti di volume con evaporatore rotante. Il residuo risulta oleoso 

molto denso di color giallo scuro, questo è stato ripreso con 5 ml di H2O:CH3OH (30:70). La 

centrifugazione a 15000xg per 5 minuti ha permesso la separazione del fondo e del surnatante 

limpido di colore giallo intenso. Infine 100µl di tale soluzione è stata portata ad 1ml con H2O e 

caricata su colonnina SPE C18/scambio anionico Strata X-AW. 

Estrazione da pellet cellulare 

I campioni sono stati portati ad un volume di 2 ml con acqua, tale operazione è stata effettuata in 

ghiaccio, dove sono rimasti per circa 10 minuti, quindi è stato effettuato un ciclo di congelamento e 

scongelamento. 800 �l di tale soluzione sono stati prelevati e trasferiti in una provetta Corex® da 15 

ml contenente 4 ml di acqua a circa 80 °C. L’estraz ione è avvenuta in continua agitazione per 20 

minuti, dopodiché il campione è stato centrifugato a 1500xg per 5 minuti. Il surnatante è stato 

separato dal fondo, contenente le cellule, tramite una siringa. Sulle cellule è stata fatta una seconda 

estrazione con 2 ml d’acqua per 15 minuti utilizzando le stesse condizioni riportate sopra. Anche 

questo campione è stato centrifugato a 1500xg per 5 minuti e il surnatante separato riunito a quello 

ottenuto in precedenza. Tale soluzione è stata filtrata con filtri da 0,2 �m Minisart® (Sartorium 

Stedim Biotech), posta in un pallone e portata a secco tramite evaporatore rotante. Si è ripreso il 

tutto con 3 ml di H2O:CH3OH (30:70) per valutare la presenza di una frazione proteica nel 

precipitato, quindi si è centrifugato a 1500xg per 5 minuti, il surnatante è stato recuperato e portato a 

secco con evaporatore rotante. Il residuo è stato ripreso con 2 ml d’acqua e caricata su colonnina 

SPE C18/scambio anionico Strata X-AW. 

Estrazione dal mezzo di coltura 

Sono stati prelevati 10 ml di campione, posti in una provetta Corex® e centrifugati a 3000 rpm per 5 

min. Il surnatante è stato separato dal fondo di colore bianco, quindi filtrato con filtri da 0,2 �m 

Minisart. Tale soluzione è stata ridotta con evaporatore rotante ottenendo un residuo oleoso giallo 

scuro. Il tutto è stato ripreso con 5 ml di H2O:CH3OH (30:70), nuovamente ridotto e 

successivamente ripreso con 2 ml d’acqua e caricata su colonnina SPE C18/scambio anionico 

Strata X-AW. 

ESEMPIO 7: Determinazione della concentrazione di glucosinilati in semi di pianta e da 

colture cellulari di lievito 

Estrazione dei glucosinolati intatti da semi [Mellon et al. (2002)] 

• La mirosinasi è stata inattivata lasciando i semi in stufa a 100°Cper 24h 

• I campioni sono stati omogeneizzati in Metanolo 70% con mortaio e pestello 

• Gli omogenati sono quindi trasferiti in tubi da 1.8 ml  

• I tubi sono quindi riscaldati a  70°C per 30 min c on agitazione  ogni 5 minuti con vortex 

• Dopo essere stati raffreddato I campioni sono centrifugati (17000rcf, 4°C, 15min) 

• Il supernatante è stato rimosso, filtrato e portato a secco. 
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Determinazione dei glucosinolati mediante degradazione alcalina e reazione con ferricianide 

[Jezeck et al. (1999)] (FIG. 4) 

Il metodo si basa sulla misura della reazione tra ferricianide e I prodotti derivati dalla degradazione 

alcalina dei glucosinolati. Il saggio è stato fatto su campioni di estratti cellulari, ottenuti mediante 

rottura meccanica delle cellule in buffer fosfato 0.2M at pH 7.Per ciascun campione, 50 µL di estratto 

cellulare è stato miscelato con un egual volume di NaOH (2 M)  ed incubato a 30  minuti a 

temperatura ambiente. È stato quindi aggiunto a ciascun campione HCl concentrato al fine di 

neutralizzare la reazione; dopo la centrifugazione (13200 rpm, 6 minutes) il sopranatante è stato 

miscelato con un egual volume di ferricianide (2 mM in tampone fosfato 0.2 M, pH 7) ed è stata 

quindi misurata l’assorbanza a 420 nm entro 15 secondi contro tampone fosfato come riferimento. 

Il contenuto dei glucosinolati totali è calcolato utilizzando una curva di calibrazione fatta con 

standard di singrina. 

Sviluppo di un metodo e misure HPLC-MS (Fig. 6 A-B)  

Un metodo HPLC-ESI-TRAP-MS (high performance liquid chromatography-electrospray ion trap 

mass spectrometry) per l’analisi quantitative dei glucosinolati (e nello specifico per la 

glucobrassicina)  è stato messo a punto iniziando da semi di rapa (Brassica napus) [certificate del 

campione ERM-BC 366] utilizzando uno strumento a trappola ionica 1100 MSD HPLC-MS (Agilent 

Technologies, Palo Alto, CA). Dopo l’estrazione dei glucosinolati totali dai semi effettuata come 

riportato precedentemente, il campione deidratato è stato risospeso con 0.1%  di acido 

trifluoracetico (TFA) in acqua e ulteriormente purificato mediante separazione  SPE-RP/scambio 

anionico debole (Phenomenex® Polymeric weak anion - Reversed Phase & Weak Anion 

Exchange).. Brevemente ciascun campione da analizzare viene caricato su una colonna SPE, la 

colonna viene lavata con 3 volumi di colonna con metanolo e con 3 volumi di colonna con acqua. 

Dopo caricamento del campione la colonna viene lavata  con acqua (3 volumi di colonna) e con 

metanolo (3 volumi di colonna). L’eluizione viene condotta con 5 ml di una miscela di 

acetonitrile:idrossido di ammonio 98:2, l’eluato viene quindi  portato a secchezza con evaporatore 

rotante, ed il residuo viene ripreso con 1,2 ml di una miscela di acqua:acetonitrile 98:2. per poter poi 

eseguire l’analisi mediante HPLC-MS. La separazione in HPLC è stata effettuata in gradiente su una 

colonna Phenomenex Jupiter RP-C18 250mm x 2.00 mm ID (5 �m particle size) utilizzando 0.1% di 

acido formico (FOA) in acqua come eluente A e 0.1% di FOA in acetonitrile come eluente B. Il 

gradiente è stato  mantenuto al 2% di B per 3 minuti, poi linearmente portato al 20% di B in 8 minuti, 

al 35% di B in 12 minuti, al 100%di B in 3 minuti e mantenuto al 100% di B per 2 minuti. La 

temperatura della  colonna  è stata settata a 35 °C  e il flusso è stato mantenuto a 300�l/min. 

Il metodo di spettrometria di massa è stato sviluppato in negative ion mode accoppiando l’eluente 

dell’HPLC alla fonte ionica dell’electrospray (ESI)  dello spettrometro di massa. Sia gli esperimenti di 

Full scan che quelli di MS2 sono stati condotti per visualizzare la presenza dei rapporti m/z aspettato 

per i glucosinolati e per ottenere pattern di frammentazione utili per la caratterizzazione strutturale. 

La medesima procedura è stata applicata per analizzare sia le cellule che il surnatante: le cellule 

sono state raccolte e risospese in acqua (1/25 del volume di coltura approssimativamente), mentre 

son stati utilizzati 10 ml del medium di coltura. 

ESEMPIO 8: Clonaggio nei vettori procariotici pET3d e pET9a  

La correttezza delle sequenze nucleotidiche clonate e polipeptidiche espresse è stata verificata in 

cellula batterica che rappresenta un sistema di più pratica e veloce elaborazione. Pertanto di seguito 
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è descritta la preparazione di vettori contenenti i geni di interesse idonei per il clonaggio e 

l'espressione in E.coli. Tali vettori non fanno parte della presente invenzione, ma sono semplici 

strumenti per la realizzazione pratica della stessa.  

I cinque geni di interesse di Brassica, codificante gli enzimi appartenenti alla famiglia CYP79s, 

CYP83s, C-S liasi, UGT74s, AtST5s, isolati e amplificati come precedentemente descritto, sono 

inseriti all’interno di vettori di espressione procariotici. I vettori di espressione utilizzabili sono vettori 

della classe pET.  

Ciascun gene di interesse è stato amplificato con la coppia di primer indicata in Tabella 1 e 2, 

contenenti o meno siti di restrizione, utilizzando preferibilmente una DNA proof reading al fine di 

minimizzare l’inserimento di errori durante la replicazione. Tutte le operazioni di purificazione, 

digestione enzimatica, l’inserimento nel polylinker dei  frammenti di interesse e la trasformazione di 

cellule ospiti batteriche sono state eseguite seguendo protocolli ben noti all’esperto del settore 

(Sambrook “Molecular Cloning” third edition).  

Il vettore di espressione contenete la/e sequenza/e nucleotidica codificante la/e proteine di interesse 

è successivamente utilizzato per trasformare un ceppo batterico. Ceppi batterici utilizzabili per 

l’espressione dei geni codificanti per enzimi appartenenti alla famiglia CYP79s, CYP83s, C-S liasi, 

UGT74s, AtST5s sono ceppi batterici di E.coli come, ad esempio, BL21DE3. 

Una volta confermata la sequenza i geni sono stati clonati in vettori di espressione della famiglia dei 

vettori pEt (Novagen). Nella tabella 2 sono indicate tutti i primers impiegati per inserire il sito di 

taglio sull’ATG e dopo  il codon di stop. Ciascun gene è stato amplificato con la corretta coppia di 

primers utilizzando una DNA polimerasi proof reading (KOD XL DNA polymerase [Novagen]) al fine 

di minimizzare l’inserimento di error durante la replicazione. Ciascun frammento di DNA è stato 

quindi purificato, sottoposto a digestione enzimatica con la coppia di enzimi appropriata riportata in 

Tabella  3. La FIG.7A-B-C-D-E illustra schematicamente la struttura dei vari costrutti. 

RIVENDICAZIONI 

1. Metodo per la modificazione genetica di una cellula di lievito comprendente un passaggio di 

introduzione in detta cellula di materiale nucleico eterologo, in cui detto materiale comprende 

sequenze nucleotidiche codificanti uno o più polipeptidi con attività enzimatica responsabile per la 

totalità o per una parte del pathway bio-sintetico della glucobrassicina.  

2. Metodo secondo la rivendicazione 1 in cui il pathway bio-sintetico della glucobrassicina consiste 

in cinque enzimi appartenenti alle seguenti famiglie: CYP79s, CYP83s, C-S liasi, UDP-glucosil 

transferasi, sulfotransferase, e in cui il materiale nucleico eterologo comprende sequenze 

nucleotidiche codificanti i detti cinque enzimi. 

3. Metodo secondo le rivendicazioni 1 o 2 in cui dette sequenze nucleotidiche codificano 

uno o più dei seguenti polipeptidi aventi attività enzimatica equivalente a quella degli enzimi: 

CYP79B1, CYP83B1, SUR1, UGT74B1, AtST5a.  

4. Metodo secondo una qualsiasi delle rivendicazioni 1 a 3 in cui dette sequenze 

nucleotidiche sono ottenute da piante del genere Brassica.  

5.  Metodo secondo una qualsiasi delle rivendicazioni 1 a 4 in cui detta cellula di lievito 

appartiene al genere Saccharomyces o al genere Pichia. 

6. Metodo secondo una qualsiasi delle rivendicazioni 1 a 5, in cui dette sequenze 

nucletidiche in plasmidi episomali, centromerici o multicopia. 
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7. Metodo secondo una qualsiasi delle rivendicazioni 1 a 6, in cui detto materiale nucleico 

comprende sequenze nucleotidiche addizionali codificanti per uno o più polipeptidi con attività 

enzimatica capaci di modificare la molecola della glucobrasicina.  

8. Cellula di lievito comprende sequenze nucleotidiche eterologhe codificanti uno o più 

polipeptidi con attività enzimatica responsabile per la totalità o per una parte del pathway bio-

sintetico della glucobrassicina. 

9.  Cellula di lievito capace di produrre glucobrassicina, un suo intermedio o un suo derivato 

ottenibile mediante il metodo secondo una qualsiasi delle rivendicazioni 1 a 7. 

10.  Acido nucleico isolato da pianta del genere Brassica avente sequenza nucleotidica scelta 

tra SEQ ID NO: 33, 35, 37, 39, 41 o una loro variante con percentuale d’identità almeno del 98%. 

11. Vettori di clonaggio o di espressione in lievito comprendenti gli acidi nucleici secondo la 

rivendicazione 10 legati in maniera operativa con sequenze di controllo della loro replicazione ed 

espressione.   

12.  Cellule ospiti comprendenti i vettori della rivendicazione 11 o i gli acidi nucleici della 

rivendicazione 10. 

13. Oligonucleotidi aventi sequenza SEQ ID NO: 1 a 20 e SEQ ID NO: 25 a 32. 

14. Cellula di lievito secondo le rivendicazioni 8 o 9 per uso come medicamento o come 

nutriceutico. 

15. Composizione farmaceutica comprendente cellula di lievito secondo le rivendicazioni 8 o 

9 e uno o più eccipienti e/o veicolanti farmaceuticamente accettabili.  

16. Alimento comprendente cellula di lievito secondo le rivendicazioni 8 o 9 in un mezzo 

idoneo per l’alimentazione.  

17. Metodo di produzione della glucobrassicina, o di un suo precursore o suo derivato, 

comprendente un passaggio in cui cellule di lievito secondo le rivendicazioni 8 o 9 sono poste in 

coltura in un mezzo idoneo alla crescita di lieviti.  

18. Metodo secondo la rivendicazione 17 comprendente passaggi addizionali in cui le cellule 

di lievito sono separate dal mezzo di coltura ed opzionalmente lisate, ed in cui la glucobrassicina é 

ottenuta nel mezzo di coltura o nel lisato cellulare. 

19. Metodo secondo la rivendicazione 18, comprendente un passaggio addizionale di 

estrazione e purificazione della glucobrassicina o suo precursore o suo derivato. 

20. Metodo per la determinazione della concentrazione di glucosinolati in un campione 

attraverso al tecnica HPLC-ESI-TRAP-MS (high performance liquid chromatography-electrospray 

ion trap mass spectrometry) comprendente i passaggi in cui:  

si prepara una soluzione del campione da analizzare in un solvente idoneo per HPLC; 

la soluzione é caricata su colonna HPLC ed eluita con una miscela di 0.1% di acido formico (FOA) in 

acqua; come eluente A, e 0.1% di FOA in aceto nitrile, come eluente B, con gradiente crescente a 

step, da 2% a 20% e a 52%, di eluente B; 

le frazioni eluite con 20-52% di eluente B sono sottoposte a spettroscopia di massa tipo electrospray 

ion trap mass spectrometry.   
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