1. Expression d'une alpha-amylase thermostable

L'alpha-amylase catalyse l'hydrolyse de l'amidon en brisant les liaisons internes alpha-1,4-glycosidiques de l'amidon et génère des dextrines, du maltose et du glucose. Les alpha-amylases d'origine microbienne sont habituellement utilisées pour la phase d'hydrolyse de l'amidon dans le traitement du maïs par voie sèche. Les amylases utilisées dans cette industrie doivent agir à haute température et nécessiter peu de calcium. L'alpha-amylase AMY797E exprimée dans le maïs 3272 a une thermostabilité accrue et une meilleure activité aux températures élevées requises pour l'hydrolyse de l'amidon dans la production d'éthanol par voie sèche à partir du grain de maïs. Les grains de maïs 3272 serviront de source d'amylase dans la production d'éthanol par voie sèche, remplaçant ainsi les enzymes d'origine microbienne. Le gène chimérique amy797E a été construit à partir de séquences de trois gènes d'alpha-amylase provenant de microorganismes de l'ordre archéen des Thermococcales et a été optimisé en fonction de l'utilisation des codons chez le maïs. Le gène amy797E comprend les séquences codant un peptide signal de 19 acides aminés à l'extrémité N-terminale et un signal de rétention dans le réticulum endoplasmique à l'extrémité C-terminale afin d'assurer le ciblage et la rétention de la protéine AMY797E dans le réticulum endoplasmique de la cellule, respectivement. Le peptide signal de l'extrémité N-terminale est clivé de la protéine-précurseur de manière à générer une protéine AMY797E mature.

Le gène amy797E est exprimé dans le maïs 3272 au moyen d'un promoteur qui induit l'expression de la protéine AMY797E spécifiquement dans l'albumen du grain. Des échantillons de tissu de deux hybrides du maïs 3272 ont été prélevés à divers stades de croissance pendant un essai au champ représentatif mené aux É.-U. Les quantités de protéine AMY797E ont été mesurées par la technique ELISA. Les quantités moyennes de protéine AMY797E dans les grains des deux hybrides à tous les stades de croissance, exprimées en microgrammes de protéine par gramme de tissu sec ( g/g p.s.), variaient de 1 004 à 3 365  g/g p.s., et les concentrations les plus élevées ont été mesurées au stade pâteux du développement du grain. La protéine AMY797E n'a pas été décelée dans le pollen ou les feuilles. De très faibles quantités ont été décelées dans certains échantillons de plantes entières et de racines aux stades du verticille et de la floraison.

La protéine AMY797E exprimée dans le maïs 3272 a été purifiée à partir des grains et caractérisée. L'identité de la protéine purifiée a été confirmée par buvardage de Western, séquençage des acides aminés N-terminaux et mesure d'activité de type alpha-amylase.

Les niveaux élevés d'expression de la protéine AMY797E dans les grains de maïs 3272 ont permis la purification de quantités suffisantes de protéine AMY797E directement à partir des grains à des fins d'analyse de toxicité aiguë et d'études de digestibilité.

On a évalué la toxicité et l'allergénicité potentielles de la protéine AMY797E pour les mammifères. La thermostabilité, à elle seule, est insuffisante pour classer la protéine AMY797E comme potentiellement toxique ou allergène. Syngenta Seeds Inc. a comparé la séquence d'acides aminés de la protéine AMY797E et les séquences de toxines et allergènes protéiques connus. La séquence de la protéine AMY797E n'est pas semblable à celles des toxines connues. Il existe une identité de séquence de 8 acides aminés contigus entre la protéine AMY797E et un allergène connu, Per a 3 de la blatte américaine. Les épitopes se liant aux IgE de Per a 3 ont été identifiés (Wu et al., 2003), et il n'y a aucun chevauchement entre ces épitopes et la séquence homologue de la protéine AMY797E. Par conséquent, cette identité de séquence n'est pas pertinente du point de vue biologique et n'a aucune incidence sur le potentiel allergène de la protéine AMY797E. La protéine AMY797E ne possède aucune similarité significative avec les séquences d'acides aminés d'autres allergènes. Des études portant sur le devenir digestif in vitro ont montré que la protéine est rapidement dégradée dans le liquide gastrique simulé, contrairement aux allergènes protéiniques qui sont normalement résistants à la digestion. La protéine AMY797E exprimée dans le maïs 3272 n'est pas glycosylée, contrairement à plusieurs allergènes connus, ce qui tend à confirmer que la protéine AMY797E est dépourvue des propriétés couramment retrouvées chez les allergènes. De plus, aucun effet néfaste du point de vue biologique n'a été observé quand la protéine AMY797E a été ingérée par des souris à une dose unique administrée par gavage de 1 511 mg/kg de poids corporel. Pour l'ensemble de ces raisons, il est peu probable que la protéine AMY797E exprimée dans le maïs 3272 soit toxique ou allergène pour les mammifères.
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