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Характеристика гена IPMD-SSU1 Lycopersicon

esculentum та його роль у бiосинтезi лейцину

(Представлено членом-кореспондентом НАН України М.В. Кучуком)

Методом полiморфiзму довжини рестрикцiйних фрагментiв ген IPMD-SSU1 було кар-

товано на хромосомi 6. За допомогою RACE ПЛР встановлено повнорозмiрну ко-

дуючу нуклеотидну послiдовнiсть гена. Шляхом qRT-PCR дослiджено експресiю гена

IPMD-SSU1 у рiзних органах культурного томата. Найвищий рiвень експресiї гена за-

фiксовано в листках, а також плодах на сороковий день пiсля розкриття квiтки. За

умов пригнiчення активностi гена IPMD-SSU1 виявлено зменшення вмiсту лейцину

в листках рослин, що експресували кДНК у антисенс-орiєнтацiї.

Бiосинтетичний шлях двох незамiнних амiнокислот з розгалуженим ланцюгом валiну i лей-
цину починається з пiрувату i на початкових етапах потребує узгодженої взаємодiї таких
ферментiв, як ацетолактатсинтаза (ALS, EC 2.2.1.6), кетол-кисла редуктоiзомераза (KARI,
EC 1.1.1.86) та дигiдрокси-кисла дегiдратаза (DHAD, EC 4.2.1.9). Продукт цих реакцiй
2-оксо-iзовалерiат (KIV) може у подальшому пiддаватися трансамiнацiї i перетворюватися
на валiн або використовуватись для бiосинтезу лейцину (рис. 1). Саме на стадiї 2-оксо-iзо-
валерiату i вiдбуваєтся вiдгалуження бiосинтетичного шляху лейцину. Деамiноване похiд-
не валiну в результатi наступних чотирьох послiдовних реакцiй перетворюється на лей-
цин. Першi три реакцiї, якi каталiзуються ферментами 2-iзопропiлмалатсинтазою (IPMS,

Рис. 1. Бiосинтетичнi шляхи лейцину i валiну у рослин. 1 — ацетолактатсинтаза; 2 — кетол-кисла редукто-
iзомераза; 3 — дигiдрокси-кисла дегiдратаза; 4 — амiнотрансфераза (ВСАТ); 5 — iзопропiлмалатсинтаза;
6 — 3-iзопропiлмалатдегiдратаза; 7 — 3-iзопропiлмалатдегiдрогеназа; 8 — пiруватдегiдрогеназа
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EC 4.1.3.12), iзопропiлмалатдегiдратазою (IPMD, EC 4.2.1.33) та iзопропiлмалатдегiдроге-
назою (IPMDH, EC 1.1.1.85), призводять до елонгацiї алiфатичного ланцюга 2-оксокислоти
на один атом вуглецю i формування 2-оксо-iзокапроату (ОIК). На фiнальному етапi ОIК
у результатi трансамiнуючої реакцiї за участю ВСАТ (амiнотрансферази амiнокислот з роз-
галуженим ланцюгом) перетворюється на лейцин (див. рис. 1) [1].

Другий специфiчний фермент у бiосинтезi лейцину — iзопропiлмалатдегiдратаза
(IPMD), який ще iнодi називають iзопропiлмалатiзомеразою, є представником сiмейства
аконiтаз. Члени цього сiмейства каталiзують перетворення α-гiдроксикислот у β-гiдрокси-
кислоти. Якщо у дрiжджiв IPMD протеїн — мономер, то у бактерiй i рослин IPMD — це
гетеродимер, що мiстить двi субодиницi — маленьку та велику, молекулярна маса яких
становить близько 26 i 55 кДа вiдповiдно [2, 3]. У геномi модельного об’єкта Arabidopsis
thaliana було виявлено один ген AtLeuC (At4g13430), який кодує велику субодиницю, i три
гени AtLeuD1 (At2g43100), AtLeuD2 (At3g58990), AtLeuD3 (At2g43090), що кодують ма-
леньку субодиницю. Вважається, що маленька субодиниця має регуляторну функцiю, са-
ме вона забезпечує субстратну специфiчнiсть IPMD протеїну. AtLeuD1 i AtLeuD2 задiянi
у бiосинтезi глюкозинолатiв, тодi як AtLeuD3 вiдiграє важливу роль у бiосинтезi лейцину.
Дослiдження субклiтинної локалiзацiї з використанням флуоресцентної мiтки та iмунофер-
ментного аналiзу показали, що протеїн IPMD функцiонує в хлоропластах [4, 5].

Метою нашого дослiдження було дати детальну характеристику гена, що кодує ма-
леньку субодиницю IPMD (далi IPMD-SSU1), а саме встановити повнорозмiрну кодуючу
нуклеотидну послiдовнiсть, хромосомну локалiзацiю та експресiю гена, а також виконати
його функцiональний аналiз.

Хромосомну локалiзацiю гена IPMD-SSU1 встановлювали шляхом аналiзу полiморфiз-
му його нуклеотидної послiдовностi в популяцiї з 75 iнтрогресивних лiнiй томата, отрима-
них вiд схрещування Lycopersicon esculentum i L. pennellii. Такий пiдхiд дає можливiсть
досить точно локалiзувати ген, оскiльки кожна лiнiя мiстить тiльки один iнтрогресивний
хромосомний сегмент, що становить приблизно 12 сМ, вiд дикого виду на генетичному фонi
культурного томата. Крiм того, завдяки великiй кiлькостi сумiжних лiнiй, що мiстять iнтро-
гресивнi сегменти, якi частково перекриваються, можна значно зменшити регiон знаходже-
ння гена, iнодi до 0,6–1 сМ. Тотальну ДНК iз листкiв батькiвських та iнтрогресивних лiнiй
томата видiляли з використанням цетилтриметиламонiйбромiду (ЦТАБ) за методом [6]. Пi-
сля обробки ендонуклеазою EcoR I (“Roсhe”, Нiмеччина) рестрикцiйнi фрагменти роздiляли
в 1%-му агарозному гелi i переносили на мембрану Porablot (“Macherеy Nagel”, Нiмеччина).
ДНК фiксували на мембранi за допомогою опромiнення ультрафiолетовим свiтлом. кДНК
iз EST клону cTOC24D10 використовували як зонд для Саузерн-гiбридизацiї. Для введен-
ня радiоактивної мiтки ([α-32Р]dCTP) у пробу використовували набiр Rediprime II DNA
Labeling System (“Amersham Pharmacia Biotech”), всi операцiї проводили згiдно з протоко-
лом фiрми-виробника. Гiбридизацiю мембран iз радiоактивно мiченим зондом здiйснюва-
ли в жорстких умовах. Сигнал реєстрували за допомогою фосфоiмiджера Fuji BAS2000
(“Fuji Photo Film”). Результати Саузерн-блот-гiбридизацiї свiдчать про те, що iнтрогресив-
нi лiнiї IL6-2, IL6-2-2 несуть аллель L. pennellii, тодi як IL6-1, IL6-3, IL6-4 мають аллель
L. esculentum (рис. 2 а, б ). Таким чином, ген IPMD-SSU1 було картовано на хромосомi 6,
у хромосомному регiонi розмiром 6,1 сМ, що обмежений молекулярними маркерами СТ83
i TG177 i вiдповiдає сховищу 6С згiдно з [7].

Нуклеотидну послiдовнiсть кДНК вставки клону cTOC24D10 визначали з використан-
ням набору Big Due Terminator Cycle Sequencing Kit на автоматичному секвенаторi ABI
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Рис. 2. Картування гена IPMD-SSU1 (а, б ) та аналiз його експресiї (в): а — локалiзацiя на хромосомнiй
картi; б — результати блотингу за Саузерном (6-1 — 6-4 — iнтрогресивнi лiнiї томата IL6-1 — IL6-4; Le —
L. esculentum; Lp — L. pennellii ; зiрочками вiдмiченi лiнiї, якi успадкували даний ген вiд дикого виду
L. pennellii); в — кiлькiсна ПЛР у реальному часi (qPCR) (1 — стебла; 2 — листки; 3 — квiтки; 4 —
плоди 10 д. п. р. к.; 5 — плоди 20 д. п. р. к.; 6 — плоди 30 д. п. р. к.; 7 — плоди 40 д. п. р. к. (д. п. р. к. — день
пiсля розкриття квiтки))

PRISM® 310 (“PE Applied Biosystems”, Нiмеччина). Було виявлено, що кДНК вставка має
розмiр 684 п. н. i мiстить усiчену кодуючу послiдовнiсть гена та прилеглий до неї 3′-не-
трансльований район. 5′-кiнцеву нуклеотидну послiдовнiсть гена IPMD-SSU1 було встанов-
лено за допомогою методу 5′-RACE ПЛР, для цього використовували набiр реактивiв Gene
Racer Kit (“Invitrogen”, Нiмеччина). мРНК, iзольовану з листкiв томата, було використано
як матрицю. Продукт 5′-RACE розмiром 381 п. н. амплiфiкували, застосовуючи таку ком-
бiнацiю праймерiв: GeneRacer 5′ CGACTGGAGCACGAGGACACTGA i 5Race-IPMD-SSU1
GTTTCTTGTACTCATCTGGATTTG. Пiсля електрофорезу в 1%-му агарозному гелi про-
дукт ПЛР очищали за допомогою набору реактивiв NucleoSpin® Extract II (“Macherey
Nagel”, Нiмеччина), пiсля чого його клонували у вектор pCR4Blunt-TOPO i секвенували.
Визначену нуклеотидну послiдовнiсть кДНК IPMD-SSU1 (1121 п. н.), що мiстить кодуючу
послiдовнiсть (771 п. н.) i 5′-3′-нетрансльованi регiони, та виведену амiнокислотну послiдов-
нiсть зображено на рис. 3.

Для бiльш поглибленого розумiння ролi IPMD у метаболiзмi амiнокислот з розгалуже-
ним ланцюгом було проведено аналiз експресiї цього гена в рiзних типах тканин за допомо-
гою ПЛР у реальному часi (qRT-PCR). Сумарну РНК iз замороженої тканини окремих ор-
ганiв: стебел, квiток, листкiв та плодiв на стадiї 10, 20, 30 i 40 д. п. р. к. (день пiсля розкриття
квiтки), iзолювали за допомогою Trizol реагенту (“Invitrogen”, Нiмеччина). Перший ланцюг
кДНК синтезували з 3 мкг сумарної РНК iз використанням олiго-(dT)-праймера (0,5 мг),
зворотної транскриптази SuperScript III (200 од.) (“Invitrogen”, Нiмеччина), за рекомендацiя-
ми фiрми-виробника. qRT-PCR аналiз проводили з використанням iнтеркалюючого флуо-
ресцентного барвника SYBR Green. Реакцiйна сумiш для qRT-PCR (10 мкл) мiстила 1х
Power SYBR Green PCR Master Mix (“Applied Biosystems”, США), 50 нг кДНК i 500 нМ
кожного генспецифiчного праймера — FrqRT-IPMD CCCAGCAGAATACCTAACCCTTG
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Рис. 3. Нуклеотидна послiдовнiсть кДНК iзопропiлмалатдегiдратази та виведена амiнокислотна послiдов-
нiсть культурного томата L. esculentum

i ReqRT-IPMD CGACCCGAGTTTCTTGTACTCATC. Внутрiшнiй амплiфiкацiйний стан-
дарт UBI3 амплiфiкували з праймерами FrqRTUBI3 GGTTAAGCTCGCTGTGTTGCA i
ReqRTUBI3 CGAAGCCTCTGAACCTTTCCA. qRT-PCR аналiз виконували на приладi
ABI7000 Real Time PCR System (“Applied Biosystems”, США) за таких умов: 2 хв, 50 ◦C;
10 хв, 95 ◦C; 15 с, 95 ◦C, 1 хв, 60 ◦C, 40 циклiв; 15 с, 95 ◦C, 20 с, 60 ◦C; 15 с, 95 ◦C. Аналiз
даних проводили за допомогою програми SDS 2.2.1. Встановлено, що ген IPMD-SSU1 екс-
пресується у всiх типах тканин, що використовувались, хоча рiвень його експресiї значно
варiював (див. рис. 2, в). Листки i плоди на стадiї 40 д. п. р. к. мали найбiльшу кiлькiсть
транскрипту IPMD-SSU1, тодi як у плодах на стадiї 20 д. п. р. к. вона була найменшою.
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Рис. 4. Аналiз трансгенних рослин, що експресують 35S:ант-IPMD-SSU1 конструкцiю. а, б — результати
Саузерн-блот-гiбридизацiї i ЗТ-ПЛР вiдповiдно (рестрикцiю тотальної ДНК проводили за допомогою ен-
донуклеаз AflII i BpmI; фрагмент гена NPT II використовували як зонд); в — вмiст лейцину в листках
трансгенних рослин, за даними ГХ-МС аналiзу (Le — L. esculentum; 1, 2, 5 — незалежнi трансгеннi лiнiї)

Функцiональний аналiз гена IPMD-SSU1 проводили шляхом iнактивацiї його активностi
(loss-of-function approach) з використанням методу антисенс-РНК. Для цього на основi бi-
нарного вектора pK2WG7 [8] було створено конструкцiю 35S:ант-IPMD-SSU1, яка мiстила
кДНК послiдовнiсть (874 п. н.) гена IPMD-SSU1 томата в антисенс-орiєнтацiї пiд контро-
лем конститутивного p35S промотору i t35S термiнатора вiрусу мозаїки цвiтної капусти.
35S:ант-IPMD-SSU1 вводили у рослини L. esculentum (cv. Moneymaker) шляхом Agrobacte-
rium-опосередкованої генетичної трансформацiї за методом [9]. Трансгеннi рослини вiдби-
рали за їх здатнiстю рости на селективному середовищi з канамiцином (100 мг/л). Наяв-
нiсть конструкцiї 35S:ант-IPMD-SSU1 у геномi вiдселектованих рослин пiдтверджували за
допомогою Саузерн-блот-гiбридизацiї з використанням радiоактивно мiченого зонда, спе-
цифiчного до гена неомiцинфосфотрансферази (NPT II) (рис. 4, а). Аналiз експресiї гена
IPMD-SSU1 у рослин-трансформантiв проводили за допомогою методу зворотно-транскри-
птазної полiмеразної ланцюгової реакцiї (ЗТ-ПЛР, RT-PCR). Для амплiфiкацiї фрагмента
кДНК розмiром 1049 п. н. використовували таку комбiнацiю праймерiв: IPMD-RT-PCR-F
CACTCCGAGCTTTAATCAATGG, IPMD-RT-PCRR TGCCAGCGAATTTCCAAGGTT.
Амплiфiкацiю здiйснювали на термоциклерi PTC–200 (MJ Research, США) за таких умов:
5 хв, 95 ◦C; 3 хв, 95 ◦C, 45 с, 56 ◦C, 1 хв, 72 ◦C, 30 циклiв; 10 хв, 72 ◦C. Отриманi результати
вказують на зниження експресiї гена IPMD-SSU1 в клiтинах трансгенних рослин порiвняно
з експресiєю в контролi (див. рис. 4, б ). Для аналiзу вмiсту амiнокислот у листках трансген-
них рослин застосовували метод газової хроматографiї в комбiнацiї з мас-спектрометрiєю
(ГХ-МС, GC-MS) за протоколом [10]. ГХ-МС аналiз виявив, що у всiх трансгенних лiнiй
вмiст лейцину був знижений (див. рис. 4, в).

Таким чином, нами картовано на хромосомнiй картi томата ген IPMD-SSU1, встановлено
його повнорозмiрну кодуючу послiдовнiсть i дослiджено динамiку його експресiї. Проведе-
ний функцiональний аналiз шляхом iнактивацiї експресiї гена IPMD-SSU1 довiв важливу
роль продукту цього гена в бiосинтетичному шляху лейцину.
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Characteristic of gene IPMD-SSU1 of Lycopersicon esculentum and its

role in the biosynthesis of leucine

Gene IPMD-SSU1 is mapped on chromosome 6 by using the restriction fragment length polymor-

phism method. The full-length CDS encoding the IPMD-SSU1 gene is identified by RACE-PCR.

qRT-PCR is used to study the expression of gene IPMD-SSU1 in various organs of tomato. The

highest level of expression is observed in leaves and fruits at the stage in 40 days post anthesis.

Inhibition of the activity of IPMD-SSU1 gene results in a decrease of the leucine content in tomato

leaves.
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