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STUDIUM GENU JETELE (TRIFOLIUM SPP.) PODILEJICICH SE NA
BIOSYNTEZE FYTOESTROGENU

Study of clover genes (Trifolium spp.) involved in biosynthesis of
phytoestrogens

Stefkova M., DluhoSova J., Iitvanck J., Repkova J.

Ustav experimentdlni biologie, Masarykova univerzita Brno

Abstrakt

S vyuzitim sekvence jaderného genomu jetele lu¢niho (Trifolium pratense) byly identifikovany geny
kodujici dilezité enzymy biosyntetické dréhy isoflavonoidi (fytoestrogentt). Byly navrzeny specifické
primery pro nékteré z genti kdédujicich enzymy chalkon syntazu (EC2.3.1.74) a 6‘-deoxychalkon
syntazu (EC2.3.1.170). Pomoci metody PCR byla charakterizovana jejich exprese u vybraného vzorku
rostlin rodu Trifolium. Vysledky byly porovnany s hladinou fytoestrogenii obsaZenych v danych
rostlinach. Nebyla potvrzena souvislost mezi obsahem fytoestrogent v rostlinach 7. pratense odridy
Pramedi amirou exprese zkoumanych geni. Vé&t3i rozdily v expresi genil byly pozorovany pfi
srovnani riznych odrid T. pratense a pti porovnani 7. pratense s T. medium (jetel prostiedni). Expresi
kandidatnich genti je tfeba dale kvantifikovat pomoci PCR v realném case.
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Abstract

Using the sequence of the nuclear genome of red clover (Trifolium pratense) we identified genes
encoding essential enzymes of the isoflavonoid (phytoestrogen) biosynthetic pathway. Specific
primers were designed for some of the genes encoding enzymes chalcone synthase (EC2.3.1.74) and
6’-deoxychalcone synthase (EC2.3.1.170). Their expression was characterized in a sample of plants of
the genus Trifolium using PCR method. Results were correlated with the amount of phytoestrogens
contained in these plants. Relationship between the amount of phytoestrogens in plants 7. pratense
variety Pramedi and the expression level of studied genes was not confirmed. Larger differences in
expression of the genes were observed when comparing different varieties of T. pratense and when
comparing 7. pratense with T. medium (zigzag clover). Expression of candidate genes needs to be
further quantified by real time PCR.
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Uvod

Fytoestrogeny (FE) patii mezi rostlinné sekundarni metabolity, chemicky je fadime mezi
isoflavonoidy. Tyto latky maji podobn¢ ucinky jako Zivoc¢isné pohlavni hormony estrogeny,
coz muze mit jak pozitivni tak i negativni dopad na lidsky a zvifeci organismus. FE jsou
obsazeny predeviim v lusténinach (séjové boby) a v picnindch (jetel, vojtéska). V jeteli je
z téchto latek nejvice zastoupen formononetin a biochanin A, méné pak genistein a daidzein.
Vysoky obsah fytoestrogenu v picnindch mé negativni vliv na reprodukei u samic
prezvykaveu (Beck ef al., 2005), jednim ze Slechtitelskych cilu je tedy ziskat genotypy
s nizkym obsahem FE. Na druhou stranu genotypy s vysokym obsahem FE by mohly byt
vyuzity ve farmacii jako potravinové dopliky. Byly pozorovany pozitivni u¢inky FE napf. u
zen v obdobi menopauzy, jako jsou snizeni rizika rakoviny prsu (Kim ef al., 2008) ¢i
prevence osteoporozy (Alekel ef al., 2000).

Béhem studie, kterd byla provedena v na$i Laboratofi molekularni genetiky rostlin ve
spolupraci s VSCHT v Praze, byl pomoci metody ultra-G¢inné kapalinové chromatografie ve
spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii (UPLC — MS/MS) zjistén obsah celkovych i
jednotlivych FE u nékterych odrad T. pratense (850 — 3000 mgkg) a u T. medium
(5000 — 11 000 mg/kg; nepublikovano, astni sdéleni). Rozdil mezi T. pratense a T. medium
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byl také v pomeru jednotlivych FE, u T. pratense je obsazeno vice formononetinu ve srovnani
s biochaninem A, u 7. medium je tento pomér opacény.

Biosyntéza isoflavonoidu je u rostlin soucasti drahy fenylpropanoidu. Vede pres mnoho
meziprodukti a ucastni se v ni mnoho enzymu. Tyto enzymy jsou casto kodovany celou
rodinou genu s ruznou expresi. Dalsi vliv mohou mit konkuren¢ni biosyntetické drahy, které
vyuzivaji stejné substraty jako draha biosyntézy isoflavonoidi. V soucasné dobé¢ probihaji
studie zabyvajici se polymorfismy v genech koduyjicich dilezité enzymy a také je davaji do
souvislosti s obsahem isoflavonoida (Visnevschi-Necrasov ef al., 2013).

Cilem nasi prace bylo identifikovat a charakterizovat geny, které se podileji na biosyntéze
isoflavonoidu, pomoci bioinformatickych nastroji a molekularnich metod a najit souvislost
mezi expresi téchto geni a obsahem FE. Pro tento postup byla vyuzita sekvence jaderného
genomu 7. pratense (I18tvanek et al., 2014) u které byly predikovany geny kodujici proteiny.
Material a metody

Byly pouzity listy T. pratense odruda Tatra a Amos (2n=4x), ddle ¢tyfi skupiny rostlin 7.
pratense odrudy Pramedi, které byly sestaveny vzhledem k jejich kontrastnimu obsahu FE
(Tab. 1). Dale byly analyzovany T. pratense odruda Start (2n=2x) a T. medium (2n=8x).

celkové FE celkové FE
rostlina (mg/kg) B+G rostlina (mg/kg) F+D

EC2.3.1.74 EC2.3.1.170
3/8/9 2992 1315 67/33/28 2600 1752
5/6/8 2 400 1310/ 3/8/9 2992 1674
51/4/20 1972 1275 18/1 1F 2354 1662
67/3/9 2035 981|67/33/4 2187 1272
67/33/4 2187 912 67/33/11 2003 1173
18/7 1F 1254 264 |9/1/14 867 313
67/3/6 851 339|9/1/10 887 377
67/33/8 929 346|9/1/21 972 429
67/3/23 1014 350|51/4/10 1327 444
67/3/4 890 372 67/33/23 1069 480

Tabulka 1: Kontrastni skupiny rostlin 7. pratense odriuda Pramedi. B+G skupiny podle obsahu
biochaninu A a genisteinu, aktivita enzymu EC2.3.1.74; F+D skupiny podle obsahu
formononetinu a daidzeinu, aktivita enzymu EC2.3.1.170.

Pro expresni analyzu byly vybrany dva enzymy na zakladé pozice v biosyntetick¢ draze
(Obr. 1). 1) Chalkon syntaza (EC2.3.1.74), ktera vétvi biosyntetickou drahu smérem
k produkci genisteinu a biochaninu A. 2) 6°-Deoxychalkon syntaza (EC2.3.1.170), ktera vede
k produkei daidzeinu a formononetinu. Zaméiili jsme se také na enzym flavanon-3-
hydroxylazu (EC1.14.11.9), ktery je jednim znejdulezitéjsich enzymu konkurenéni
biosyntetické drahy. Byly navrzeny sekvenéné specifické primery pro expresni analyzu
pomoci on-line nastroji Primer3 a Primer-BLAST a jejich funkénost byla ovéfena pomoci
PCR a elektroforézy na 3% agarozovém gelu na mensim vzorku RNA z vybranych rostlin.
RNA byla izolovana zrostlinného materialu kitem Rnaeasy Plant Mini Kit (Qiagen) a
purifikovana pomoci kitu Turbo DNA Free (Ambion). RNA byla zpétn¢ prepsana do cDNA
kitem High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). Tato DNA byla
nafedéna na alikvoty o koncentraci 500 ng/ul a byla provedena kvalitativni expresni analyza
metodou PCR a elektroforézou na 3% agarozovém gelu.

176



. OBS/
Uroda 12/2015, védecka ptiloha ¢asopisu —

Probihda optimalizace podminek pro relativni kvantitativni analyzu metodou RT-PCR
(qRT-PCR) na pfistroji 7500 Fast (Applied Biosystems); pro detekci fluorescence je vyuzit
systém se SYBR Green. Pro relativni kvantifikaci jsou jako endogenni kontrola stabilni
exprese testovany geny pro aktin, 18S RNA a ubikvitin-konjugujici enzym E2 (UBC2).

/f BIOSYNTEZA FENYLPROPANOIDU Y
fenylalanin Biosyntéza fenylalaninu, tyrosin
45724 tyrosinu a tryptofanu
43)25 (21) 43125
kyselina kyselina
skoficova ! '14('.;§'11 p-kumarova
62112 (22)
£ p-kumaroyl-CoA
skoficoyl-CoA 114131 M 62112
BIOSYNTEZA FLAVONOIDU
naringenin 23174 —L——231.170 isolikviritigenin
chalkon (39) (18)
5516 (18) 5516
naringenin likviritigenin
(" BIOSYNTEZA ISOFLAVONOIDU |
11314136 (5) 1.14,13,136
2-hydroxy- 2,7 ,4'-trihydroxy-
2,3-dihydrogenistein isoflavanon
4.2.1.105 (0) 421105
genistein daidzein
211.212 (5) 211212
biochanin A formononetin é

Obrazek 1: ZjednoduSené schéma biosyntézy isoflavonoida. Jsou uvedeny dulezité enzymy
véetné poctu identifikovanych gent in silico, které tento enzym koduji.

Vysledky a diskuze

Byly identifikovany geny kodujici klicové enzymy biosyntetické drahy isoflavonoidu in silico
(Obr. 1). Biosyntézy se Ucastni 9 hlavnich enzymd, z nichz kazdy je reprezentovin genovou
rodinou. Navic byly identifikovany geny pro enzym ECI1.14.11.9. Funkce téchto genti u T.
pratense pak byly ovéfeny srovnanim se sekvencemi pfisluSnych enzymu z databaze
GenBank, a to na arovni sekvence nukleotidu i aminokyselin. PoCty genu jsou uvedeny na
Obr. 1, dodate¢né vybrany enzym konkurenéni drahy EC1.14.11.9 je kodovan 9 geny.

Pro geny z rodiny EC2.3.1.74 bylo navrzeno 16 paru primera, z nichz 12 bylo funkénich. Pro
geny zrodiny EC2.3.1.170 bylo navrzeno 6 part primeru, pro geny zrodiny EC1.14.11.9
5 péra primert a v8echny byly funkéni. Timto byla také ovéfena spravnost sekvenacnich dat.
K ostatnim genum nebylo moZzné navrhnout primery tak, aby byly specifické, coz je
zpusobeno vysokou sekvenéni homologii genti v ramci dané genové rodiny.

U fenotypové kontrastnich skupin rostlin 7. pratense odridy Pramedi se vétsina testovanych
genl exprimuje, mira exprese je viak nezavisla na obsahu fytoestrogenu (Obr. 2). Vyraznéjsi
rozdily v expresi byly pozorovany pii porovnani 7. medium a jednotlivych odrid 7. pratense
mezi sebou, kvantitativni expresni analyzu tedy budeme sméfovat do této skupiny vzorka.

Pro kontrolu stabilni exprese u metody qRT-PCR byl vybran gen pro UBC2 (Khanlou a Van
Bockstaele, 2012), jehoz stabilita exprese byla ovéfena na vybraném souboru rostlin T.
pratense odrudy Tatra, Start a T. medium rovnéz pomoci PCR v realném c¢ase. Komplikaci
pro expresni analyzu je skute¢nost, Ze mira exprese genu, které se podileji na biosyntéze FE
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neni zavisla pouze na sekvenc¢nich polymorfismech, ale je také do zaéné miry ovlivnéna
faktory prostiedi, napf. pusobenim UV zafeni, poranénim nebo napadenim rostliny
patogenem (Dao ef al., 2011). Exprese se také méni v zavislosti na vyvojovém stadiu rostliny.

Aktivita téchto enzymi muze byt rovn gulovana na urovni proteinu kdy je enzym v
neaktivni formé.

Obrazek 2: Ukazka expresni anylyzy dvou genu kodujicich enzym EC23.1.74. M — T.
medium, T — odruda Tatra, A — odruda Amos, 1-3 — odruda Pramedi rostliny s vysokym
obsahem FE, 4-6 - odruda Pramedi rostliny s nizkym obsahem FE.

Zaver

Byly identifikovany geny biosyntetické drahy FE a byla ovéfena jejich exprese na vzorku

rostlin rodu Trifolium. Nebyla potvrzena souvislost mezi expresi vybranych gent a obsahem

FE. U raznych druht a odrtd 7. pratense byly pozorovany rozdily v expresi, které je tieba

dale kvantifikovat.

Dedikace

Tato prace je feSena s finanéni podporou Programu rektora MU pro rok 2015 a projektu

NAZV - QIT111A019.

Pouzita literatura

Alekel D. L., St Germain A., Peterson C. T., Hanson K. B., Stewart J. W., Toda T. 2000.
[soflavone-rich soy protein isolate attenuates bone loss in the lumbar spine of
perimenopausal women. Am. J. Clin. Nutr. 72: 844-852

Beck V., Rohr U., Jungbauer A. 2005. Phytoestrogens derived from red clover: An alternative
to estrogen replacement therapy? J. Steroid Biochem. 94: 499-518.

Dao T. T. H., Linthorst H. J. M., Verpoorte R. 2011. Chalcone synthase and its functions in
plant resistance. Phytochem. Rev. 10: 397-412.

I3tvanek J., Jaros M., Kfenek A., Repkova J. 2014. Genome assembly and annotation for red
clover (Trifolium pratense;, Fabaceae). Am. J. Bot. 101(2): 327-33

Kim M. K., Kim J. H., Nam S. J., Ryu S., Kong G. 2008. Dietary intake of soy protein and
tofu in association with breast cancer risk based on a case-control study. Nutr. Cancer
60(5): 568-576

Khanlou K. M., Van Bockstaele E. 2012. A critique of widely used normalization software
tools and an alternative method to identify reliable reference genes in red clover (7Trifolium
pratense L.). Planta 236: 1381-1393

Visnevschi-Necrasov T., Faria M. A., Cunha S. C., Harris J., Meimberg H. W. E., Curto M.

A. C, Pereira M. G., Oliveira M. B. P. P., Nunes E. 2013. Isoflavone synthase (IFS) gene

phylogeny in Trifolium species associated with plant isoflavone contents. Plant Syst. Evol.

299:357-367.

Kontaktni adresa:

Be. Marie Stefkovd, Masarykova univerzita, Piirodovédecka fakulta, Ustav experimentalni

biologie,Laboratoi molekularni  genetiky rostlin, Kamenice 5, 625 00 Brmno,

393976(@mail.muni.cz

178



