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(57) В изобретении представлены композиции и способы снижения уровня норникотина и N'-
нитрозонорникотина (NNN) в растениях и частях растений табака. Композиции содержат
выделенные полинуклеотиды и полипептиды специфических для корня никотиндеметилаз,
CYP82E10, и их вариантов, которые принимают участие в метаболическом превращении
никотина в норникотин в этих растениях. Композиции, предлагаемые в изобретении, включают
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также растения или части растения табака, которые содержат мутацию в гене, кодирующем
никотиндеметилазу CYP82E10, при этом мутация приводит к пониженной экспрессии или функции
никотиндеметилазы CYP82E10. В изобретении описаны также семена указанных растений
табака или их потомство и табачные изделия, полученные из растений табака, предлагаемых в
изобретении, или из частей растений или их потомства. В изобретении описаны также способы
уменьшения уровня норникотина или снижения уровня превращения никотина в норникотин
в растении или части растения табака. Способы заключаются в том, что интродуцируют в
геном растения табака мутацию по меньшей мере в один аллель каждого из по меньшей мере
трех генов никотиндеметилаз, при этом мутация снижает экспрессию гена никотиндеметилазы
и при этом первый из указанных генов никотиндеметилаз кодирует специфическую для корня
никотиндеметилазу, участвующую в метаболическом превращении никотина в норникотин в
растении или частях растения табака. Способы находят применение в производстве табачных
изделий, имеющих пониженные уровни норникотина и его онкогенного метаболита NNN, снижая
тем самым онкогенный потенциал для индивидуумов, которые потребляют указанные табачные
изделия или подвергаются воздействию вторичного дыма, образующегося из указанных изделий.
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Информация о включении перечня последовательностей 

Официальная копия перечня последовательностей предоставляется через EFS-Web в виде элек-

тронной версии перечня последовательностей в формате ASCII (американский стандартный код обмена 

информацией), файл обозначен как "13521766SeqListReplacement.txt", он создан 20 января 2015 г., имеет 

размер 150 кБ и зарегистрирован одновременно с описанием изобретения для замены. Перечень последо-

вательностей, входящий в указанный документ в формате ASCII, представляет собой часть описания 

изобретения и полностью включен в настоящее описание в качестве ссылки. 

Область техники, к которой относится изобретение 

Настоящее изобретение относится к композициям и способам, предназначенным для минимизации 

синтеза норникотина и, следовательно, его метаболита N'-нитрозонорникотина, в растениях и частях рас-

тений табака, прежде всего к композициям и способам, предназначенным для ингибирования экспрессии 

или функции специфической для корня никотиндеметилазы в сочетании с никотиндеметилазой зеленых 

листьев и индуцированной старением никотиндеметилазой. 

Предпосылки создания изобретения 

Преобладающим алкалоидом, присутствующим в коммерческих сортах табака, является никотин, 

на долю которого, как правило, приходится 90-95% от общего пула алкалоидов. Остальная часть алкало-

идной фракции состоит в основном из трех дополнительных пиридиновых алкалоидов: норникотина, 

анабазина и анатабина. Норникотин образуется непосредственно из никотина в результате активности 

фермента никотин-N-деметилазы. На долю норникотина, как правило, приходится менее 5% от общего 

пула пиридиновых алкалоидов, но в результате процесса, который называют "превращением (конверси-

ей)", растения табака, в которых первоначально продуцируются очень небольшие количества норнико-

тина, дают потомство, в котором происходит метаболическое "превращение" большого процента присут-

ствующего в листьях никотина в норникотин. В растениях табака, которых подвергали генетическому 

превращению (обозначены как "конвертеры") основная часть производства норникотина имеет место в 

процессе старения и сушки зрелых листьев (томление) (Wernsman и Matzinger, Tob. Sci. 12, 1968, c. 226-

228). Табак сорта Бёрли особенно подвержен генетическому превращению, уровень которого для неко-

торых культиваров достигает 20% на поколение. 

В процессе сушки и переработки листьев табака часть норникотина в результате метаболизма пре-

вращается в такое соединение, как N-нитрозонорникотин (NNN), специфический для табака нитрозамин 

(TSNA), который, как было установлено в опытах на лабораторных животных, является канцерогенным 

(Hecht и Hoffmann, Cancer Surveys 8, 1990, c. 273-294; Hoffmann и др., J. Toxicol. Environ. Health 41, 1994, 

c. 1-52; Hecht, Chem. Res. Toxicol. 11, 1998, c. 559-603). Было установлено, что при трубоогневой сушке 

табака TSNA формируются главным образом в результате взаимодействия алкалоидов с очень неболь-

шими количествами оксидов азота, которые присутствуют в газообразных продуктах сгорания, обра-

зующихся в системах прямого огневого нагрева, используемых в традиционных сушильных амбарах 

(Peele и Gentry, "Formation of Tobacco-specific Nitrosamines in Flue-cured Tobacco", CORESTA Meeting, 

Agro-Phyto Groups, Сучжоу, Китай, 1999). Переоснащение этих сушильных амбаров теплообменниками 

фактически устраняет смешение газообразных продуктов сгорания с воздухом, применяемым для сушки, 

и резко снижает образование TSNA в листьях табака, которые подвергали сушке таким образом (Boyette 

и Hamm, Rec. Adv. Tob. Sci. 27, 2001, c. 17-22.). В противоположность этому, в подвергаемом воздушной 

сушке табаке сорта Бёрли образование TSNA происходит, прежде всего, в результате взаимодействия 

алкалоидов табака с нитритом, этот процесс катализируется живущими в листьях микроорганизмами 

(Bush и др., Rec. Adv. Tob. Sci. 27, 2001, c. 23-46). В результате попытки снижать уровень TSNA посред-

ством модификации условий сушки с сохранением при этом соответствия стандартам качества оказались 

безуспешными для табака, подвергаемого воздушной сушке. 

Результаты современных исследований позволяют предположить, что норникотин, присутствую-

щий в табачных изделиях, помимо того, что он служит в качестве предшественника NNN, может оказы-

вать дополнительные нежелательные воздействия на здоровье. Dickerson и Janda (Proc. Natl. Acad. Sci. 

USA 99, 2002, c. 15084-15088) продемонстрировали, что норникотин вызывает неправильную гликацию 

белков в клетке. 

Обнаружено, что в плазме курильщиков концентрации модифицированных норникотином белков 

являются существенно более высокими по сравнению с плазмой некурящих. В этом же исследовании 

установлено, что норникотин может ковалентно модифицировать обычно назначаемые стероидные ле-

карственные средства, такие как преднизон. Указанные модификации могут изменять как эффектив-

ность, так и токсичность указанных лекарственных средств. Кроме того, опубликованы результаты ис-

следований, в которых установлена связь норникотина, присутствующего в табачных изделиях, с возрас-

тной дегенерацией желтого пятна, врожденными дефектами и болезнью периодонта (Brogan и др., Proc. 

Natl. Acad. Sci. USA 102, 2005, c. 10433-10438; Katz и др., J. Periodontal. 76, 2005, c. 1171-1174). 

В табаке сорта Бёрли обнаружена положительная корреляция между содержанием норникотина в 

листьях и количеством NNN, накапливаемом в высушенном продукте (Bush и др., Rec. Adv. Tob. Sci, 27, 

2001, c. 23-46; Shi и др., Tob. Chem. Res. Conf. 54, реферат 27, 2000). Таким образом, стратегии, обеспе-

чивающие эффективное снижение содержания норникотина в листьях, могут не только сами по себе спо-
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собствовать снижению потенциальных негативных воздействий норникотина на состояние здоровья, что 

описано выше, но также могут параллельно снижать уровни NNN. Указанная корреляция нашла допол-

нительное подтверждение в современном исследовании Lewis и др., Plant Biotech. J. 6, 2008, c. 346-354, в 

котором продемонстрировано, что снижение уровней норникотина с использованием трансгенной конст-

рукции для РНКi (РНК-интерференция), мишенью которой является ген CYP82E4v2, кодирующий инду-

цируемую старением никотиндеметилазу, приводит к сопутствующему снижению содержания NNN в 

высушенном листе. Хотя в указанном исследовании продемонстрировано, что для значительного сниже-

ния содержания норникотина и NNN в табаке можно применять трансгенные технологии, сочетание про-

блем, связанных с общественным мнением и интеллектуальной собственностью, очень затрудняет их 

применения для коммерциализации продуктов, полученных из трансгенных растений. 

Таким образом, существует выраженная потребность в способах эффективной минимизации накоп-

ления норникотина в табаке, которая не основана на применении трансгенов. 

Краткое изложение сущности изобретения 

Предложены композиции и способы, предназначенные для минимизации содержания норникотина 

в растениях и частях растений табака. Композиции содержат выделенный специфический для корней 

полинуклеотид цитохрома Р450, обозначенный как полинуклеотид CYP82E10, последовательность кото-

рого представлена в SEQ ID NO: 1, и кодируемый им полипептид никотиндеметилазы CYP82E10, после-

довательность которого представлена в SEQ ID NO: 2, и его варианты и фрагменты, включая (но не огра-

ничиваясь только ими) полипептиды, которые имеют последовательность, представленную в SEQ ID 

NO: 5-12 или 13, а также полинуклеотиды, которые кодируют полипептид, последовательность которого 

представлена в SEQ ID NO: 5-12 или 13. Полипептид CYP82E10, предлагаемый в изобретении, представ-

ляет собой никотиндеметилазу, которая принимает участие в метаболическом превращении никотина в 

норникотин в корнях растений табака. Выделенные полинуклеотиды, предлагаемые в изобретении, 

включают также полинуклеотиды, которые содержат последовательность, представленную в SEQ ID NO: 

3 или 4, и ее варианты и фрагменты. Композиции, предлагаемые в изобретении, включают также расте-

ния или части растений табака, которые имеют мутацию в гене, кодирующем никотиндеметилазу 

CYP82E10, при этом мутация приводит к снижению экспрессии или функции никотиндеметилазы 

CYP82E10. В некоторых вариантах осуществления изобретения растения табака, предлагаемые в изобре-

тении, содержат также мутацию в гене, который кодирует никотиндеметилазу CYP82E4, и/или мутацию 

в гене, который кодирует никотиндеметилазу CYP82E5, при этом мутация в этих генах приводит к по-

ниженной экспрессии или функции никотиндеметилазы CYP82E4 или CYP82E5. Изобретение относится 

также к семенному материалу этих растений табака или их потомству и к табачным изделиям, приготов-

ленным из растений табака, предлагаемых в изобретении, или из частей этих растений или их потомства. 

Предложены также способы снижения уровня норникотина или снижения уровня превращения ни-

котина в норникотин в растении или частях растения табака. Способы заключаются в том, что интроду-

цируют в геном растения табака мутацию по меньшей мере в один аллель каждого из по меньшей трех 

генов никотиндеметилазы, где мутация снижает уровень экспрессии гена никотиндеметилазы, и где пер-

вый из этих генов никотиндеметилазы кодирует специфическую для корня никотиндеметилазу, которая 

участвует в метаболическом превращении никотина в норникотин в растениях или частях растений таба-

ка. В некоторых вариантах осуществления изобретения специфическая для корня никотиндеметилаза 

представляет собой CYP82E10 или ее вариант. В других вариантах осуществления изобретения способы 

заключаются в том, что интродуцируют в геном растения табака мутацию по меньшей мере в один ал-

лель гена никотиндеметилазы, который кодирует CYP82E10 или ее вариант, и мутацию по меньшей мере 

в один аллель гена никотиндеметилазы, который кодирует CYP82E4 или ее вариант, и/или гена никотин-

деметилазы, который кодирует CYP82E5 или ее вариант. Описаны также способы идентификации расте-

ния табака с низкими уровнями норникотина, в которых растения или часть растения подвергают скри-

нингу в отношении присутствия мутации в гене, который кодирует CYP82E10 или ее вариант, индивиду-

ально или в сочетании со скринингом в отношении присутствия мутации в гене, который кодирует 

CYP82E4 или ее вариант, и/или присутствия мутации в гене, который кодирует CYP82E5 или ее вариант. 

Под объем изобретения подпадают следующие варианты осуществления. 

1. Растение или часть растения табака, содержащее/содержащая мутацию в гене, который кодирует 

никотиндеметилазу CYP82E10, где указанная мутация приводит к пониженной экспрессии или функции 

никотиндеметилазы CYP82E10. 

2. Растение или часть растения табака по варианту осуществления изобретения 1, где никотиндеме-

тилаза CYP82E10 имеет последовательность, выбранную из группы, которая включает последовательно-

сти, представленные в SEQ ID NO: 2, 5-8 и 9. 

3. Растение или часть растения табака по варианту осуществления изобретения 1 или 2, где мутация 

приводит к модификации никотиндеметилазы CYP82E10 в положении, выбранном из группы, включаю-

щей аминокислотные остатки 79, 107, 381, 419 и любую их комбинацию, где нумерация соответствует 

SEQ ID NO: 2. 

4. Растение или часть растения табака по варианту осуществления изобретения 3, где мутация вы-

брана из группы, включающей: 
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а) замену остатком серина остатка глицина в положении 79; 

б) замену остатком серина остатка пролина в положении 107; 

в) замену остатком серина остатка пролина в положении 381; 

г) замену остатком серина остатка пролина в положении 419; и 

д) любую их комбинацию. 

5. Растение или часть растения табака по одному из вариантов осуществления изобретения 1-4, ко-

торое/которая дополнительно содержит мутацию в гене, кодирующем никотиндеметилазу CYP82E4, где 

указанная мутация приводит к пониженной экспрессии или функции никотиндеметилазы CYP82E4. 

6. Растение или часть растения табака по варианту осуществления изобретения 5, где последова-

тельность никотиндеметилазы CYP82E4 выбрана из группы, которая включает последовательности, 

представленные в SEQ ID NO: 14-19 и 20. 

7. Растение или часть растения табака по варианту осуществления изобретения 5 или 6, где мутация 

приводит к модификации никотиндеметилазы CYP82E4 в положении, выбранном из группы, включаю-

щей аминокислотные остатки 329, 364, 376, 381 и 458, где нумерация соответствует SEQ ID NO: 14. 

8. Растение или часть растения табака по варианту осуществления изобретения 7, где мутация вы-

брана из группы, включающей: 

а) замену стоп-кодоном остатка триптофана в положении 329; 

б) замену остатком аспарагина остатка лизина в положении 364; 

в) замену остатком метионина остатка валина в положении 376; 

г) замену остатком серина остатка пролина в положении 381; 

д) замену остатком серина остатка пролина в положении 458; и 

е) любую их комбинацию. 

9. Растение или часть растения табака по одному из вариантов осуществления изобретения 1-8, ко-

торое/которая дополнительно содержит мутацию в гене, кодирующем никотиндеметилазу CYP82E5, где 

указанная мутация приводит к пониженной экспрессии или функции никотиндеметилазы CYP82E5. 

10. Растение или часть растения табака по варианту осуществления изобретения 9, где последова-

тельность никотиндеметилазы CYP82E5 выбрана из группы, которая включает последовательности, 

представленные в SEQ ID NO: 26-31 и 32. 

11. Растение или часть растения табака по варианту осуществления изобретения 9 или 10, где мута-

ция приводит к модификации никотиндеметилазы CYP82E5 в положении, выбранном из группы, вклю-

чающей аминокислотные остатки 422 и 449, где нумерация соответствует SEQ ID NO: 26. 

12. Растение или часть растения табака по варианту осуществления изобретения 11, где мутация 

выбрана из группы, включающей: 

а) замену стоп-кодоном остатка триптофана в положении 422; 

б) замену остатком лейцина остатка пролина в положении 449; и 

в) любую их комбинацию. 

13. Растение или часть растения табака по одному из вариантов осуществления изобретения 9-12, 

которое/которая содержит мутацию в гене никотиндеметилазы CYP82E10 и гене никотиндеметилазы 

CYP82E4. 

14. Растение или часть растения табака по одному из вариантов осуществления изобретения 1-13, 

где растение или часть растения табака является гомозиготным/гомозиготной по указанной мутации. 

15. Растение или часть растения табака по варианту осуществления изобретения 14, где никотинде-

метилаза CYP82E10 содержит мутацию в положении 381, никотиндеметилаза CYP82E4 сдержит мута-

цию в положении 329 и никотиндеметилаза CYP82E5 содержит мутацию в положении 422, где нумера-

ция соответствует SEQ ID NO: 2, 14 и 26 соответственно. 

16. Растение или часть растения табака по варианту осуществления изобретения 15, где мутация 

выбрана из группы, включающей: 

а) замену остатком серина остатка пролина в положении 381; 

б) замену стоп-кодоном остатка триптофана в положении 329; 

в) замену стоп-кодоном остатка триптофана в положении 422; и 

г) любую их комбинацию. 

17. Растение или часть растения табака по одному из вариантов осуществления изобретения 13-16, 

где в растении или его части превращается в норникотин меньше 1,5% никотина. 

18. Растение или часть растения табака по варианту осуществления изобретения 17, где в растении 

или его части превращается в норникотин не более 0,5% никотина. 

19. Семя растения табака по одному из вариантов осуществления изобретения 1-18 или его потом-

ство. 

20. Табачное изделие, изготовленное из растения или части растения табака или его потомства по 

одному из вариантов осуществления изобретения 1-19. 

21. Способ снижения онкогенного потенциала табачного изделия, заключающийся в том, что при-

готавливают табачное изделие из растения или части растения табака или его потомства по одному из 

вариантов осуществления изобретения 1-18. 
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22. Способ снижения уровня норникотина или снижения уровня превращения никотина в норнико-

тин в растении табака или части растения табака, заключающийся в том, что интродуцируют в геном 

растения мутацию по меньшей мере в один аллель каждого из по меньше мере трех генов никотиндеме-

тилазы, где мутация снижает экспрессию указанного гена никотиндеметилазы и где первый из указанных 

генов никотиндеметилазы кодирует специфическую для корня никотиндеметилазу, которая участвует в 

метаболическом превращении никотина в норникотин в растении или части растения табака. 

23. Способ по варианту осуществления изобретения 22, в котором специфическая для корня нико-

тиндеметилаза представляет собой никотиндеметилазу CYP82E10, которая содержит аминокислотную 

последовательность, выбранную из группы, включающей: 

а) аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 2, 5-9 или 10; и 

б) аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 98% идентична аминокислот-

ной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 2, 5-9 или 10. 

24. Способ по варианту осуществления изобретения 23, в котором аминокислотная последователь-

ность никотиндеметилазы CYP82E10 имеет замену аминокислотного остатка в положении, выбранном 

из группы, включающей остатки 79, 107, 381, 419 и любую их комбинацию, где нумерация соответствует 

SEQ ID NO: 2. 

25. Способ по варианту осуществления изобретения 24, в котором замена в положении 79, 107, 381 

или 419 представляет собой замену на остаток серина. 

26. Способ по одному из вариантов осуществления изобретения 22-25, в котором второй из указан-

ных генов никотиндеметилазы кодирует никотиндеметилазу CYP82E4. 

27. Способ по варианту осуществления изобретения 26, в котором никотиндеметилаза CYP82E4 со-

держит аминокислотную последовательность, выбранную из группы, включающей: 

а) аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 или 

21; и 

б) аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 98% идентична аминокислот-

ной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 или 21. 

28. Способ по варианту осуществления изобретения 27, в котором аминокислотная последователь-

ность никотиндеметилазы CYP82E4 имеет замену аминокислотного остатка в положении, выбранном из 

группы, включающей остатки 329, 364, 381, 458 и любую их комбинацию, где нумерация соответствует 

SEQ ID NO: 14. 

29. Способ по варианту осуществления изобретения 28, в котором замена представляет собой заме-

ну в положении 329 на стоп-кодон, замену в положении 364 на остаток аспарагина, замену в положении 

381 на остаток серина, замену в положении 458 на остаток серина или любую их комбинацию. 

30. Способ по одному из вариантов осуществления изобретения 22-29, в котором третий из указан-

ных генов никотиндеметилазы кодирует никотиндеметилазу CYP82E5. 

31. Способ по варианту осуществления изобретения 30, в котором никотиндеметилаза CYP82E5 со-

держит аминокислотную последовательность, выбранную из группы, включающей: 

а) аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 26-31 или 32; и 

б) аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 98% идентична аминокислот-

ной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 26-31 или 32. 

32. Способ по варианту осуществления изобретения 31, в котором аминокислотная последователь-

ность никотиндеметилазы CYP82E5 имеет замену аминокислотного остатка в положении, выбранном из 

группы, включающей остатки 422 и 449 и любую их комбинацию, где нумерация соответствует SEQ ID 

NO: 26. 

33. Способ по варианту осуществления изобретения 32, в котором замена представляет собой заме-

ну в положении 422 на стоп-кодон, замену в положении 449 на остаток лейцина или любую их комбина-

цию. 

34. Способ по одному из вариантов осуществления изобретения 22-33, в котором растение или 

часть растения табака является гомозиготным по указанной мутации. 

35. Способ по одному из вариантов осуществления изобретения 22-34, в котором интродукция пре-

дусматривает применение протокола селекции. 

36. Способ по одному из вариантов осуществления изобретения 22-35, в котором растение пред-

ставляет собой растение табака сорта Бёрли, Вирджиния, растение табака, предназначенное для сушки на 

пару, воздушной сушки, огневой сушки, растение сорта Ориентальный (восточный) или растение, из ко-

торого получают темный сорт табака. 

37. Растение или часть растения табака по одному из вариантов осуществления изобретения 1-18, 

где растение представляет собой растение табака сорта Бёрли, Вирджиния, растение табака, предназна-

ченное для сушки на пару, воздушной сушки, огневой сушки, растение сорта Ориентальный (восточный) 

или растение, из которого получают темный сорт табака. 

38. Способ идентификации растения табака с низкими уровнями норникотина, заключающийся в 

том, что подвергают скринингу образец ДНК из представляющего интерес растения табака в отношении 

присутствия мутации в SEQ ID NO: 1 или 3. 
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39. Способ по варианту осуществления изобретения 38, в котором растение табака не является кон-

вертером. 

40. Способ по варианту осуществления изобретения 38 или 39, в котором скрининг осуществляют с 

использованием последовательности, выбранной из группы, включающей SEQ ID NO: 1, 3, 35-37 и 38. 

41. Способ по одному из вариантов осуществления изобретения 38-40, заключающийся также в том, 

что подвергают скринингу указанный образец ДНК или другой образец ДНК из представляющего инте-

рес растения табака в отношении присутствия мутации в SEQ ID NO: 14, присутствия мутации в SEQ ID 

NO: 26 или присутствия мутации в SEQ ID NO: 14 и SEQ ID NO: 26. 

42. Выделенный полинуклеотид, содержащий нуклеотидную последовательность, выбранную из 

группы, включающей: 

а) нуклеотидную последовательность, которая содержит SEQ ID NO: 1, 3 или 4; 

б) нуклеотидную последовательность, которая содержит фрагмент, состоящий по меньшей мере из 

20 смежных нуклеотидов SEQ ID NO: 1, 3 или 4; 

в) нуклеотидную последовательность, которая по меньшей мере на 97% идентична полной после-

довательности, представленной в SEQ ID NO: 1, где полинуклеотид кодирует полипептид, который при-

нимает участие в метаболическом превращении никотина в норникотин в растении; 

г) нуклеотидную последовательность, которая кодирует полипептид, выбранный из группы, вклю-

чающей SEQ ID NO: 2 и 5-13, или его фрагмент, содержащий по меньшей мере 115 смежных остатков; 

д) нуклеотидную последовательность, кодирующую полипептид, последовательность которого 

идентична по меньшей мере на 98% последовательности, представленной в SEQ ID NO: 2, 5-12 или 13; и 

е) нуклеотидную последовательность, комплементарную последовательности по одному из преды-

дущих подпунктов (а)-(д). 

43. Выделенный полипептид, содержащий аминокислотную последовательность, выбранную из 

группы, включающей: 

а) аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 2, 5-12 или 13; 

б) аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 98% идентична аминокислот-

ной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 2, 5-12 или 13; и 

в) аминокислотную последовательность, которая представляет собой фрагмент аминокислотной по-

следовательности, представленной в SEQ ID NO: 2, 5-12 или 13, где фрагмент содержит по меньшей мере 

115 смежных остатков аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 2, 5-12 или 

13. 

44. Растение или часть растения табака, гомозиготное/гомозиготная по мутации в гене, который ко-

дирует никотиндеметилазу CYP82E10, гене, который кодирует никотиндеметилазу CYP82E4, и гене, 

который кодирует никотиндеметилазу CYP82E5, где мутация приводит к пониженной экспрессии или 

функции никотиндеметилазы CYP82E10, CYP82E4 и CYP82E5, где никотиндеметилаза CYP82E10 со-

держит мутацию в положении 381, никотиндеметилаза CYP82E4 содержит мутацию в положении 329 и 

никотиндеметилаза CYP82E5 содержит мутацию в положении 422, где нумерация соответствует SEQ ID 

NO: 2, 14 и 26 соответственно. 

45. Мутация в гене, который кодирует никотиндеметилазу CYP82E10, где мутация приводит к по-

ниженной экспрессии или функции никотиндеметилазы CYPe2E10. 

46. Растение, имеющее мутацию в гене CYP82E10, которая ингибирует активность никотиндемети-

лазы в корнях, мутацию в гене CYP82E4v2, которая ингибирует активность никотиндеметилазы в ста-

реющих листьях, и мутацию в гене CYP83E5, которая ингибирует активность никотиндеметилазы в зе-

леных листьях. 

Краткое описание чертежей 

На чертежах показано: 

на фиг. 1А-1В - последовательности ДНК (SEQ ID NO: 4) и предсказанные белковые последова-

тельности гена никотиндеметилазы CYP82E10. Кодирующие белок последовательности обозначены 

прописными буквами, а 5'- и 3'-фланкирующие последовательности обозначены строчными буквами. 

Интронная последовательность (SEQ ID NO: 3) обозначена строчными буквами и выделена курсивом. 

Номера нуклеотидных последовательностей представлены слева, а номера белковых последовательно-

стей представлены справа. Нуклеотидные последовательности, соответствующие ПЦР-праймерам, при-

меняемым для специфической амплификации экзона 1 при скрининге мутаций, подчеркнуты (не выделе-

ны жирным шрифтом), а подчеркнутые последовательности, которые выделены жирным шрифтом, обо-

значают сайты специфических для экзона 2 праймеров. Индивидуальные нуклеотиды и аминокислотные 

остатки, которые, как установлено с помощью скрининга мутаций (табл. 2), можно изменять, подчеркну-

ты и выделены жирным шрифтом; 

на фиг. 2А-2В - сравнительный анализ первичной структуры геномных последовательностей 

CYP82E10 (SEQ ID NO: 4), CYP82E5v2 (SEQ ID NO: 38) и CYP82E4v2 (SEQ ID NO: 37). Кодирующие 

белок последовательности обозначены прописными буквами; 5'- и 3'-нетранслируемые области обозна-

чены строчными буквами; а интронные последовательности обозначены строчными буквами и курсивом. 

Идентичные положения в последовательностях обозначены затемненными прямоугольниками; 
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на фиг. 3 - данные, полученные с помощью тонкослойной хроматографии, об активности никонтин-

деметилазы микросомальных мембран из клеток дрожжей, которые экспрессируют CYP82E10 и несу-

щую мутацию Ser381Pro (S381P) CYP82E10, которая получена из растения 1041. СРМ обозначает число 

импульсов в минуту; 

на фиг. 4А и 4Б - средний процент превращения никотина в растениях табака сорта Бёрли, несущих 

различные комбинации мутаций в локусах CYP82E4v2, CYP82E5v2 и CYP82E10. Средние значения, обо-

значенные различными буквами, обозначают достоверные различия с уровнем Р < 0,05. 

Описание последовательностей, входящих в перечень последовательностей 

Ниже представлена информация о последовательностях, входящих в перечень последовательно-

стей. Использовали стандартное обозначение аминокислотных замен. Так, например, CYP82E10 P419S 

обозначает вариант белка, в котором остаток пролина заменен на остаток серина в положении 419, где 

нумерация соответствует последовательности дикого типа, в данном случае последовательности 

CYP82E10, которая представлена в SEQ ID NO: 2. В качестве другого примера: CYP82E4 P38L обознача-

ет вариант белка, в котором остаток пролина заменен на остаток лейцина в положении 38, где нумерация 

соответствует последовательности дикого типа, в данном случае последовательности CYP82E4, которая 

представлена в SEQ ID NO: 14. И в качестве еще одного примера: CYP82E5 P72L обозначает вариант 

белка, в котором остаток пролина заменен на остаток лейцина в положении 72, где нумерация соответст-

вует последовательности дикого типа, в данном случае последовательности CYP82E5, которая представ-

лена в SEQ ID NO: 26. 

SEQ ID NO: 1 соответствует кодирующей последовательности CYP82E10. 

SEQ ID NO: 2 соответствует аминокислотной последовательности CYP82E10. 

SEQ ID NO: 3 соответствует нуклеотидной последовательности интрона CYP82E10. 

SEQ ID NO: 4 соответствует геномной последовательности CYP82E10. 

SEQ ID NO: 5 соответствует аминокислотной последовательности CYP82E10 L148F. 

SEQ ID NO: 6 соответствует аминокислотной последовательности CYP82E10 G172R. 

SEQ ID NO: 7 соответствует аминокислотной последовательности CYP82E10 A344T. 

SEQ ID NO: 8 соответствует аминокислотной последовательности CYP82E10 A410T. 

SEQ ID NO: 9 соответствует аминокислотной последовательности CYP82E10 R417H. 

SEQ ID NO: 10 соответствует аминокислотной последовательности CYP82E10 P419S. 

SEQ ID NO: 11 соответствует аминокислотной последовательности CYP82E10 G79S. 

SEQ ID NO: 12 соответствует аминокислотной последовательности CYP82E10 P107S. 

SEQ ID NO: 13 соответствует аминокислотной последовательности CYP82E10 P381S. 

SEQ ID NO: 14 соответствует аминокислотной последовательности CYP82E4. 

SEQ ID NO: 15 соответствует аминокислотной последовательности CYP82E4 P38L. 

SEQ ID NO: 16 соответствует аминокислотной последовательности CYP82E4 D171N. 

SEQ ID NO: 17 соответствует аминокислотной последовательности CYP82E4 E201K. 

SEQ ID NO: 18 соответствует аминокислотной последовательности CYP82E4 R169Q. 

SEQ ID NO: 19 соответствует аминокислотной последовательности CYP82E4 G459R. 

SEQ ID NO: 20 соответствует аминокислотной последовательности CYP82E4 T427I. 

SEQ ID NO: 21 соответствует аминокислотной последовательности CYP82E4 V376M. 

SEQ ID NO: 22 соответствует аминокислотной последовательности CYP82E4 W329Stop. 

SEQ ID NO: 23 соответствует аминокислотной последовательности CYP82E4 K364N. 

SEQ ID NO: 24 соответствует аминокислотной последовательности CYP82E4 P381S. 

SEQ ID NO: 25 соответствует аминокислотной последовательности CYP82E4 P458S. 

SEQ ID NO: 26 соответствует аминокислотной последовательности CYP82E5. 

SEQ ID NO: 27 соответствует аминокислотной последовательности CYP82E5 P72L. 

SEQ ID NO: 28 соответствует аминокислотной последовательности CYP82E5 L143F. 

SEQ ID NO: 29 соответствует аминокислотной последовательности CYP82E5 S174L. 

SEQ ID NO: 30 соответствует аминокислотной последовательности CYP82E5 M224I. 

SEQ ID NO: 31 соответствует аминокислотной последовательности CYP82E5 P235S. 

SEQ ID NO: 32 соответствует аминокислотной последовательности CYP82E5 A410V. 

SEQ ID NO: 33 s соответствует аминокислотной последовательности CYP82E5 W422Stop. 

SEQ ID NO: 34 соответствует аминокислотной последовательности CYP82E5 P449L. 

SEQ ID NO: 35 соответствует последовательности "прямого" праймера экзона 1 CYP82E10. 

SEQ ID NO: 36 соответствует последовательности "обратного" праймера экзона 1 CYP82E10. 

SEQ ID NO: 37 соответствует последовательности "прямого" праймера экзона 2 CYP82E10. 

SEQ ID NO: 37 соответствует последовательности "обратного" праймера экзона 2 CYP82E10. 

SEQ ID NO: 38 соответствует геномной последовательности CYP82E4v2. 

SEQ ID NO: 39 соответствует геномной последовательности CYP82E5v2. 

Определения 

Настоящее изобретение относится к композициям и способам, предназначенным для ингибирова-

ния экспрессии или функции специфических для корня полипептидов никотиндеметилазы, которая при-
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нимает участие в метаболическом превращении никотина в норникотин в корнях растения, прежде всего 

растений рода Nicotiana, включая растения табака различных коммерческих сортов. 

В контексте настоящего описания понятия "ингибировать", "ингибирование", "ингибирующий" от-

носятся к снижению экспрессии или функции представляющего интерес генного продукта (т.е. генного 

продукта-мишени), в данном случае никотиндеметилазы, такой как специфическая для корня никотин-

деметилаза, предлагаемая в изобретении, что оценивают с помощью любого метода, известного в данной 

области, или представленного в настоящем описании. Установлено, что полипептиды никотиндеметила-

зы можно ингибировать с помощью любого приемлемого метода, известного в данной области, включая 

смысловое и антисмысловое подавление, подавление на основе РНКi, подходы, предусматривающие 

"выключение", такие как мутагенез, и т.п. Наиболее предпочтительными являются методы, приводящие 

к "выключению" или частичному подавлению ("замалчиванию") экспрессии и/или функции указанных 

специфических для корня никотиндеметилаз, прежде всего подходы на основе мутагенеза, которые по-

зволяют осуществлять селекцию в отношении предпочтительных мутаций в гене CYP82E10 никотинде-

метилазы. 

Под "предпочтительной мутацией" подразумевают мутацию, которая приводит к замене, инсерции, 

делеции или укорочению полипептида CYP82E10, в результате чего ингибируется его никотиндемети-

лазная активность. В некоторых вариантах осуществления изобретения никотиндеметилазная активность 

ингибируется по меньшей мере на 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 или 60% по сравнению с активностью поли-

пептида CYP82E10 дикого типа в одинаковых условиях тестирования. В других вариантах осуществле-

ния изобретения никотиндеметилазная активность ингибируется по меньшей мере на 65, 70, 75, 80, 85, 

90 или 95%. В предпочтительных вариантах осуществления изобретения предпочтительная мутация 

обеспечивает полное ингибирование (т.е. 100%-ное ингибирование), и никотиндеметилазная активность 

является "выключенной" (т.е. уровень активности находится ниже предела измерения). 

"Ингибирование" можно рассматривать с позиций сравнения между двумя растениями, например, 

генетически измененного растения и растения дикого типа. Можно осуществлять сравнение между рас-

тениями, например, растением дикого типа и растением, в котором отсутствует последовательность 

ДНК, обладающая способностью продуцировать специфическую для корня никотиндеметилазу, которая 

превращать никотин в норникотин. Ингибирование экспрессии или функции генного продукта-мишени 

можно рассматривать также с позиций сравнения между растительными клетками, органеллами, органа-

ми, тканями или частями растения, присутствующими в одном и том же растении, или между различны-

ми растениями, и это понятие включает сравнение между стадиями развития или ограниченными време-

нем стадиями развития одного и того же растения или части растения или между растениями или частя-

ми растений. 

"Ингибирование" может включать любое относительное уменьшение функции или производства 

представляющего интерес генного продукта, в данном случае специфической для корня никотиндемети-

лазы, вплоть до и включительно полного элиминирования функции или производства указанного генно-

го продукта. При сравнении уровней генного продукта указанное сравнение предпочтительно осуществ-

ляют между организмами со сходным генетическим фоном. Предпочтительно сходный генетический фон 

представляет собой фон, при котором для организмов характерна идентичность последовательностей 

ядерного генетического материала, составляющая 50% или более, более предпочтительно 75% или более 

и еще более предпочтительно 90% или более. Сходный генетический фон представляет собой фон, при 

котором, если сравниваемые организмы представляют собой растения, растения являются изогенными за 

исключением любого генетического материала, первоначально интродуцированного с помощью методов 

трансформации растений или с помощью мутации, созданной благодаря вмешательству человека. Оцен-

ку уровня или количества генного продукта можно осуществлять с помощью любого приемлемого мето-

да, примерами которого являются (но не ограничиваясь только ими) сравнение уровней мРНК-

транскриптов, уровней белков или пептидов и/или фенотипа, прежде всего касательно превращения ни-

котина в норникотин. В контексте настоящего описания мРНК-транскрипты могут представлять собой 

процессированные и непроцессированные мРНК-транскрипты, а полипептиды или пептиды могут пред-

ставлять собой полипептиды или пептиды, которые имеют какую-либо пост-трансляционную модифика-

цию или не имеют ее. 

В контексте настоящего описания "вариант" означает практически сходную последовательность. 

Вариант может обладать другой функцией или практически сходной функцией с представляющим инте-

рес полипептидом дикого типа. Касательно никотиндеметилазы практически сходная функцию пред-

ставляет собой функцию, которая по меньшей мере на 99, 98, 97, 95, 90, 85, 80, 75, 60, 50, 25 или 15% 

соответствует свойственной ферменту дикого типа функции по превращению никотина в норникотин в 

таких же условиях или в практически изогенной линии. Последовательность CYP82E10 дикого типа 

представлена в SEQ ID NO: 2. Последовательность CYP82E4 дикого типа представлена в SEQ ID NO: 14. 

Последовательность CYP82E5 дикого типа представлена в SEQ ID NO: 26. Примеры вариантов 

CYP82E10 дикого типа, предлагаемые в настоящем изобретении, включают полипептиды, которые со-

держат последовательность, представленную в SEQ ID NO: 5-12 или 13. Особенностью варианта, после-

довательность которого представлена в SEQ ID NO: 10 (CYP82E10 P419S), является наличие предпочти-
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тельной мутации, результатом которой является то, что фермент обладает только примерно 25% нико-

тиндеметилазной активности полипептида CYP82E10 дикого типа. Особенностью вариантов, последова-

тельности которых представлены в SEQ ID NO: 11 (CYP82E10 G79S), SEQ ID NO: 12 (CYP82E10 с 

P107S) и SEQ ID NO: 13 (CYP82E10 с P381S), является наличие предпочтительных мутаций, результатом 

которых является "выключение" их никотиндеметилазной активности (т.е. 100% ингибирование, приво-

дящее к получению нефункционального полипептида). Аналогично этому, примерами вариантов 

CYP82E4 дикого типа являются полипептиды, которые содержат последовательности, представленные в 

SEQ ID NO: 15-24 или 25. Особенностью варианта, последовательность которого представлена в SEQ ID 

NO: 21 (CYP82E4 V376M), является наличие предпочтительной мутации, результатом которой является 

то, что фермент обладает только примерно 50% никотиндеметилазной активности полипептида CYP82E4 

дикого типа. Особенностью вариантов, последовательность которых представлена в SEQ ID NO: 22 

(CYP82E4 W329Stop), SEQ ID NO: 23 (CYP82E4 K364N), SEQ ID NO: 24 (CYP82E4 P381S) и SEQ ID NO: 

25 (CYP82E4 P458S), является наличие предпочтительных мутаций, результатом которых является "вы-

ключение" их никотиндеметилазной активности (т.е. 100% ингибирование). Аналогично этому, приме-

рами вариантов CYP82E5 дикого типа являются полипептиды, которые содержат последовательности, 

представленные в SEQ ID NO: 27-33 или 34. Особенностью варианта, последовательность которого 

представлена в SEQ ID NO: 34 (CYP82E5 P449L), является наличие предпочтительной мутации, резуль-

татом которой является ингибирование его никотиндеметилазной активности, а особенностью варианта, 

последовательность которого представлена в SEQ ID NO: 33, является наличие предпочтительной мута-

ции, результатом которой является "выключение" его никотиндеметилазной активности (т.е. 100% инги-

бирование). 

В контексте настоящего описания "вариант полинуклеотида" или "вариант полипептида" означает, 

что нуклеотидная или аминокислотная последовательность не представляет собой последовательность 

дикого типа. 

Вариант может иметь одно/одну добавление, делецию или замену; два или меньшее количество до-

бавлений, делеций или замен; три или меньшее количество добавлений, делеций или замен; четыре или 

меньшее количество добавлений, делеций или замен; или пять или меньшее количество добавлений, де-

леций или замен. Мутация может приводить к добавлениям, делециям и заменам. Указанные делеции 

или добавления могут затрагивать С-конец, N-конец или и С-, и N-концы. Под объем настоящего изобре-

тения подпадают также слитые полипептиды или меченные эпитопом полипептиды. "Молчащие" мута-

ции нуклеотидов не изменяют кодируемую аминокислоту в данном положении. Аминокислотные замены 

могут быть консервативными. Консервативная замена представляет собой замену аминокислоты на ами-

нокислоту из такого же семейства аминокислот, что и исходная аминокислота. Семейство определяется 

боковой цепью индивидуальных аминокислот. Семейство аминокислот может иметь основные, кислот-

ные, незаряженные полярные или неполярные боковые цепи (см. Alberts и др., Molecular biology of the 

cell, 3-е изд., изд-во Garland Publishing Inc., New York, New York, 1994, c. 56-57), публикация полностью 

включена в настоящее описание в качестве ссылки). Делеция, замена или добавление может затрагивать 

аминокислоту другого представителя семейства CYP82E в этом положении. В контексте настоящего 

описания "фрагмент" означает часть полинуклеотида или часть полипептида и, следовательно, кодируе-

мого белка. 

В контексте настоящего описания понятие "часть растения" обозначает клетки растения, протопла-

сты растения, культуры тканей, клеток растения, из которых можно регенерировать целое растение, кал-

лусы растения, маточные корневища растения и клетки растения, которые являются интактными в расте-

ниях или частях растений, такие как зародыши, пыльца, пыльниковые мешки, семяпочки, семена, листья, 

цветки, стебли, ветви, плоды, корни, верхушечные корни и т.п. Под объем настоящего изобретения под-

падают также потомство, варианты и мутанты регенерированных растений, при условии, что они содер-

жат интродуцированные полинуклеотиды, предлагаемые в изобретении. В контексте настоящего описа-

ния понятие "материал растения табака" обозначает любую составляющую часть растения или любые 

комбинации частей растения. 

Подробное описание изобретения 

Настоящее изобретение относится к новому гену никотиндеметилазы, CYP82E10 (геномная после-

довательность представлена в SEQ ID NO: 4), и к кодируемой им никотиндеметилазе CYP82E10 (SEQ ID 

NO: 2), которая участвует в специфическом для корня превращении никотина в норникотин в корнях 

растений табака, и к их применению для снижения или минимизации превращения никотина в норнико-

тин и, как следствие, к снижению уровней норникотина в растениях и частях растений табака. Под "спе-

цифической для корня" подразумевается экспрессия, происходящая главным образом в корнях растений 

табака, в отличие от других органов растения, таких как листья или семена. Путем интродукции ото-

бранных предпочтительных мутаций в указанную специфическую для корня никотиндеметилазу или ее 

варианты, которые обладают никотиндеметилазной активностью, в сочетании с интродукцией одной или 

нескольких отобранных предпочтительных мутаций в ген, который кодирует присутствующую в зеле-

ных листьях никотиндеметилазу (например, CYP82E5, последовательность которой представлена в SEQ 

ID NO: 26) или ее вариант, который обладает никотиндеметилазной активностью, а также в сочетании с 
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интродукцией одной или нескольких отобранных предпочтительных мутаций в ген, который кодирует 

индуцируемую старением никотиндеметилазу (например, CYP82E4, последовательность которой пред-

ставлена в SEQ ID NO: 14) или ее вариант, который обладает никотиндеметилазной активностью, можно 

получать нетрансгенные растения табака, которые отличаются минимальным превращением никотина в 

норникотин, в которых уровень превращения составляет менее примерно 1,5%, предпочтительно менее 

примерно 1%. 

Пониженные уровни норникотина в табаке являются очень желательными, поскольку этот алкалоид 

служит предшественником хорошо известного карциногена N'-нитрозонорникотина (NNN). Два гена, 

которые кодируют белки, обладающие никотиндеметилазной активностью в табаке, были ранее иденти-

фицированы и обозначены как CYP82E4v2 и CYP82E5v2. Полипептид CYP82E4 (SEQ ID NO: 14) пред-

ставляет собой индуцируемую старением никотиндеметилазу. Ген CYP82E4v2 (включающий кодирую-

щую и интронную области), его роль в производстве норникотина в растениях табака и методы ингиби-

рования его экспрессии и функции описаны в заявке на патент США № 11/580765, которая опубликована 

в виде публикации заявки на патент США № 2008/0202541 А1. Полинептид CYP82E5 (SEQ ID NO: 26) 

представляет собой присутствующую в зеленых листьях никотиндеметилазу (т.е. экспрессия которой 

главным образом происходит в зеленых листьях). Ген CYP82E4 (включающий кодирующую и интрон-

ную области), его роль в производстве норникотина в растениях табака и методы ингибирования его экс-

прессии и функции описаны в заявке на патент США № 12/269531, которая опубликована в виде публи-

кации заявки на патент США № 2009/0205072 А1. Содержание двух указанных заявок на патент США и 

соответствующие их публикации полностью включены в настоящее описание в качестве ссылки. 

Однако растения, гомозиготные по предпочтительным мутантным аллелям cyp82e4v2 и cyp82e5v2 

(т.е. мутантные аллели, которые обеспечивают "замалчивание" или "выключение" экспрессии указанных 

соответствующих генов никотиндеметилазы), все еще могут метаболизировать более 2% присутствую-

щего в них никотина в норникотин, т.е. приводить к получению уровней норникотина, которые все еще 

могут приводить к заметному образованию NNN. Открытие гена CYP82E10 никотиндеметилазы пред-

ставляет собой дополнительный путь минимизации уровня превращения никотина в норникотин в расте-

ниях табака и таким образом дополнительного снижения уровней норникотина и, следовательно NNN, в 

растениях табака и полученных из них растительных материалах. Объединение предпочтительных му-

тантных аллелей cyp82e10 с предпочтительными мутантными аллелями cyp82e4v2 и cyp82e5v2 позволя-

ет получать растения табака, отличающиеся снижением более чем в 3 раза уровня норникотина по срав-

нению с растениями табака, которые несут только мутацию cyp82e4v2 или в сочетании с мутацией 

cyp82e5v2. Одним из вариантов осуществления настоящего изобретения являются гены никотиндемети-

лазы, гомозиготные по комбинации трех мутантов (cyp82e4v2, cyp82e5v2 и cyp82e10), которые позволя-

ют получать нетрансгенные растения табака, в которых продуцируются очень низкие уровни норникоти-

на по сравнению с уровнями, которые ранее были достигнуты на основе подходов подавления с помо-

щью трансгенов, например, описанных в публикациях заявок на патент США № 2008/0202541 А1 и 

2009/0205072 А1. 

Полинуклеотиды и полипептиды никотиндеметилаз и их варианты и фрагменты 

Композиции, предлагаемые в настоящем изобретении, включают полипептид CYP82E10 и его ва-

рианты и фрагменты. Указанные полинуклеотиды и полипептиды никотиндеметилаз участвуют в мета-

болическом превращении никотина в норникотин в растениях, включая коммерческие сорта растений 

табака. В частности, композиции, предлагаемые в изобретении, включают полипептиды, содержащие 

аминокислотные последовательности, которые представлены в SEQ ID NO: 2 и 5-13, выделенные поли-

нуклеотиды, содержащие нуклеотидные последовательности, которые представлены в SEQ ID NO: 1, 3 и 

4, и выделенные полинуклеотиды, кодирующие аминокислотные последовательности, которые пред-

ставлены в SEQ ID NO: 2 и 5-13. Полинуклеотиды, предлагаемые в настоящем изобретении, могут найти 

применение для ингибирования экспрессии полипептидов никотиндеметилаз или их вариантов, которые 

принимают участие в метаболическом превращении никотина в норникотин в растениях, в частности, в 

растениях табака. Некоторые полинуклеотиды, предлагаемые в изобретении, имеют мутации, которые 

приводят к ингибированию никотиндеметилазной активности никотиндеметилазы дикого типа. Ингиби-

рование полипептидов, предлагаемых в настоящем изобретении, эффективно снижает уровни норнико-

тина в линиях табака, при этом конверсия гена встречается у менее чем 30, 50, 70, 90% популяции, такой 

как предназначенные для сушки на пару сорта табака. Ингибирование полипептидов, предлагаемых в 

настоящем изобретении, эффективно снижает уровни норникотина в популяциях растений табака, в ко-

торых конверсия гена встречается по меньшей мере у 90, 80, 70, 60, 50% популяции растений. В популя-

ции предпочтительно присутствует более примерно 25, 50, 100, 500, 1000, 5000 или 25000 растений, при 

этом более предпочтительно по меньшей мере примерно 10, 25, 50, 75, 95 или 100% растений содержат 

полипептид, предлагаемый в настоящем изобретении. 

Полинуклеотиды никотиндеметилаз и кодируемые ими полипептиды, предлагаемые в настоящем 

изобретении, включают новый ген цитохрома Р450, обозначенный как ген CYP82E10 никотиндеметила-

зы, для которого впервые установлена роль в метаболическом превращении никотина в норникотин в 

корнях растений табака. Трансгенные подходы, такие как смысловое и антисмысловое подавление и по-
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давление на основе РНКi, можно применять для частичного подавления экспрессии указанной никотин-

деметилазы, таким же образом, как это описано для никотиндеметилаз CYP82E4 и CYP82E5 в публика-

циях заявок на патент США № 2008/0202541 А1 и № 2009/0205072 А1, содержание которых полностью 

включено в настоящее описание в качестве ссылки. Предпочтительный подход основан на интродукции 

одной или нескольких предпочтительных мутаций в указанный ген, поскольку преимуществом этого 

подхода является получение нетрансгенных растений табака, имеющих пониженные уровни превраще-

ния никотина в норникотин и в результате пониженные уровни норникотина и NNN. Указанные подходы 

включают (но не ограничиваясь только ими) мутагенез и т.п., как это будет описано ниже. 

Изобретение относится к композициям, предлагаемым в настоящем изобретении, которые содержат 

выделенные или практически очищенные полинуклеотиды или белки. "Выделенный" или "очищенный" 

полинуклеотид или белок или их биологически активный фрагмент представляет собой субстанцию, 

практически или в значительной степени очищенную от компонентов, которые в норме сопутствуют или 

взаимодействуют с полинуклеотидом или белком в их естественном окружении. Таким образом, выде-

ленный или очищенный полинуклеотид или белок является практически свободным от другого клеточ-

ного материала или культуральной среды при получении с помощью методов рекомбинации или практи-

чески свободным от химических предшественников или других химических соединений при получении 

путем химического синтеза. В оптимальном варианте "выделенный" полинуклеотид свободен от после-

довательностей (предпочтительно последовательностей, кодирующих белок), которые в естественных 

условиях фланкируют полинуклеотид (т.е. последовательностей, локализованных на 5'- и 3'-концах по-

линуклеотида) в геномной ДНК организма, из которого получен полинуклеотид. Например, в различных 

вариантах осуществления изобретения выделенный полинуклеотид может содержать нуклеотидную по-

следовательность длиной менее чем примерно 5, 4, 3, 2, 1, 0,5 или 0,1 т.п.н., которая в естественных ус-

ловиях фланкирует полинуклеотид в геномной ДНК клетки, из которой получен полинуклеотид. Белок, 

практически свободный от клеточного материала, включает препараты белка, содержащие загрязняющий 

белок в количестве менее чем примерно 30, 20, 10, 5 или 1% (в пересчете на сухую массу). Когда белок, 

предлагаемый в изобретении, или его биологически активный фрагмент получают методом рекомбина-

ции, то предпочтительно культуральная среда содержит химические предшественники или не представ-

ляющие интерес небелковые соединения в количестве, составляющем менее чем примерно 30 20, 10, 5 

или 1% (в пересчете на сухую массу). 

Под объем настоящего изобретения подпадают также фрагменты описанных полинуклеотидов и 

кодируемых ими полипептидов. Фрагменты полинуклеотида могут кодировать белковые фрагменты, 

который сохраняют биологическую активность нативного белка и поэтому участвуют в метаболическом 

превращении никотина в норникотин в растении. В альтернативном варианте фрагменты полинуклеоти-

да, которые можно применять в качестве зондов для гибридизации или ПЦР-праймеров, как правило, не 

кодируют белковые фрагменты, сохраняющие биологическую активность. Кроме того, фрагменты опи-

санных нуклеотидных последовательностей включают фрагменты, которые можно собирать в рекомби-

нантных конструкциях, предназначенных для "замалчивания" гена с помощью любого метода, известно-

го в данной области, включая (но не ограничиваясь только ими) смысловое подавление/косупрессию, 

антисмысловое подавление, интерференцию с использованием двухцепочечной РНК (dsPHK), интерфе-

ренцию с использованием шпилечной РНК и интерференцию с использованием содержащей интрон 

шпилечной РНК, опосредуемую ампликоном интерференцию, рибозимы и методы с использованием 

малых интерферирующих РНК или микроРНК, известные в данной области и описанные ниже. Таким 

образом, в зависимости от требуемой цели фрагменты нуклеотидной последовательности могут состоять 

из по меньшей мере примерно 20 нуклеотидов, примерно 50 нуклеотидов, примерно 70 нуклеотидов, 

примерно 100 нуклеотидов, примерно 150 нуклеотидов, примерно 200 нуклеотидов, 250 нуклеотидов, 

300 нуклеотидов и иметь длину вплоть до длины полноразмерного полинуклеотида, кодирующего белки, 

предлагаемые в изобретении. В одном из объектов изобретения фрагменты нуклеотидной последова-

тельности могут представлять собой фрагмент, включающий от 100 до примерно 350 нуклеотидов, от 

100 до примерно 325 нуклеотидов, от 100 до примерно 300 нуклеотидов, от примерно 125 до примерно 

300 нуклеотидов, от примерно 125 до примерно 275 нуклеотидов, от примерно 200 до примерно 320 

смежных нуклеотидов, от примерно 200 до примерно 420 смежных нуклеотидов, от примерно 250 до 

примерно 450 смежных нуклеотидов. В другом варианте осуществления изобретения молекула рекомби-

нантной нуклеиновой кислоты содержит от примерно 300 до примерно 450 смежных нуклеотидов. 

Фрагмент полинуклеотида никотиндеметилазы, предлагаемый в настоящем изобретении, который 

кодирует биологически активный фрагмент полипептида CYP82E10, предлагаемого в настоящем изобре-

тении, может кодировать по меньшей мере 15, 25, 30, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 300, 350, 400, 

450 или 500 смежных аминокислот, или вплоть до полного количества аминокислот, присутствующих в 

полноразмерном полипептиде никотиндеметилазы, предлагаемой в изобретении (например, 517 амино-

кислот в случае SEQ ID NO: 2 и 5-13). Биологически активный фрагмент полипептида никотиндеметила-

зы можно получать путем выделения части одного из полинуклеотидов CYP82E10, предлагаемых в на-

стоящем изобретении, экспрессии кодируемого фрагмента полипептида CYP82E10 (например, путем 

рекомбинантной экспрессии in vitro) и оценки активности кодируемого фрагмента полипептида 
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CYP82E10, т.е. способности усиливать превращение никотина в норникотин, с помощью анализов, из-

вестных в данной области и представленных ниже в настоящем описании. 

Полинуклеотиды, которые представляют собой фрагменты нуклеотидной последовательности 

CYP82E10, предлагаемые в настоящем изобретении, содержат по меньшей мере 16, 20, 50, 75, 100, 150, 

200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 800, 900, 950, 1000, 1050, 1100, 1150, 1200, 1250, 1300, 

1350, 1400, 1450, 1500, 1550, 1600, 1650 или 1700 смежных нуклеотидов, или вплоть до количества нук-

леотидов, присутствующих в полноразмерном полинуклеотиде CYP82E10, представленном в настоящем 

описании (например, 1551 в случае SEQ ID NO: 1; 2636 в случае SEQ ID NO: 4). Полинуклеотиды, кото-

рые представляют собой фрагменты нуклеотидной последовательности CYP82E10, предлагаемые в на-

стоящем изобретении, содержат фрагменты, содержащие от примерно 20 до примерно 1700 смежных 

нуклеотидов, от примерно 50 до примерно 1600 смежных нуклеотидов, от примерно 75 до примерно 

1500 смежных нуклеотидов, от примерно 100 до примерно 1400 нуклеотидов, от примерно 150 до при-

мерно 1300 смежных нуклеотидов, от примерно 150 до примерно 1200 смежных нуклеотидов, от при-

мерно 175 до примерно 1100 смежных нуклеотидов, от примерно 200 до примерно 1000 смежных нук-

леотидов, от примерно 225 до примерно 900 смежных нуклеотидов, от примерно 500 до примерно 1600 

смежных нуклеотидов, от примерно 775 до примерно 1700 смежных нуклеотидов, от примерно 1000 до 

примерно 1700 смежных нуклеотидов, от примерно 300 до примерно 800 смежных нуклеотидов из поли-

нуклеотида CYP82E10, представленного в настоящем описании. В одном из объектов изобретения фраг-

менты полинуклеотидов содержат полинуклеотидную последовательность, включающую полинуклео-

тидную последовательность, которая начинается с нуклеотида примерно в положении 700 и простирает-

ся примерно до положения 1250 кодирующей последовательности CYP82E10, которая начинается с нук-

леотида примерно в положении 700 и простирается примерно до положения 1250 геномной последова-

тельности CYP82E10, которая начинается с нуклеотида примерно в положении 10 и простирается при-

мерно до положения 900 интронной последовательности CYP82E10 или которая начинается с нуклеоти-

да примерно в положении 100 и простирается примерно до положения 800 интронной последовательно-

сти CYP82E10. 

Под объем настоящего изобретения подпадают также варианты описанных полинуклеотидов и ко-

дируемых ими полипептидов. К встречающимся в естественных условиях вариантам относятся вариан-

ты, последовательности которых практически идентичны последовательностям полинуклеотидов и по-

липептидов CYP82E10, представленных ниже в настоящем описании. В другом варианте осуществления 

изобретения встречающиеся в естественных условиях варианты функционально практически идентичны 

полинуклеотидам CYP82E10, представленным в настоящем описании. Композиции и способы, предла-

гаемые в изобретении, можно применять для целенаправленного воздействия на экспрессию или функ-

цию встречающегося в естественных условиях CYP82E10, последовательность которого практически 

идентична последовательности описанных полипептидов CYP82E10. Указанные полипептиды 

CYP82E10 могут обладать соответствующей никотиндеметилазной активностью, т.е. принимать участие 

в метаболическом превращении никотина в норникотин в растениях, или не обладать указанной актив-

ностью. Такие варианты могут возникать, например, в результате генетического полиморфизма или че-

ловеческого воздействия, что имеет место при разведении и селекции, в том числе при использовании 

основанных на применении мутагенеза подходов. Последовательности биологически активных вариан-

тов белка CYP82E10, предлагаемого в изобретении, например, вариантов полипептида, последовательно-

сти которых представлены в SEQ ID NO: 2 и 5-13, должны быть идентичны по меньшей мере примерно 

на 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% или более аминокислотной 

последовательности белка дикого типа при оценке с помощью программ сравнительного анализа пер-

вичной структуры последовательностей и параметров, которые указаны ниже в настоящем описании, и 

они могут быть охарактеризованы по их функции, включающей участие в метаболическом превращении 

никотина в норникотин в растениях, или по отсутствию указанной функции. Биологически активный 

вариант белка, предлагаемого в изобретении, может отличаться от белка как минимум 1-15 аминокис-

лотными остатками, как минимум 10, как минимум 9, как минимум 8, как минимум 7, как минимум 6, 

как минимум 5, как минимум 4, как минимум 3, как минимум 2 или как минимум 1 аминокислотным ос-

татком. Биологически неактивный вариант белка, предлагаемого в изобретении, может отличаться от 

белка как минимум 1-15 аминокислотными остатками, как минимум 10, как минимум 9, как минимум 8, 

как минимум 7, как минимум 6, как минимум 5, как минимум 4, как минимум 3, как минимум 2 или как 

минимум 1 аминокислотным остатком. 

Варианты конкретного полинуклеотида, предлагаемого в настоящем изобретении, включают встре-

чающиеся в естественных условиях полинуклеотиды, которые кодируют полипептид CYP82E10, прини-

мающий участие в метаболическом превращении никотина в норникотин в корнях растений. Указанные 

варианты полинуклеотида могут отличаться делецией и/или добавлением одного или несколько нуклео-

тидов в одном или нескольких сайтах в нативном полинуклеотиде, представленном в настоящем описа-

нии, и/или заменой одного или несколько нуклеотидов в одном или нескольких сайтах в нативном поли-

нуклеотиде. В результате вырожденности генетического кода консервативные варианты полинуклеоти-

дов включают последовательности, которые кодируют аминокислотную последовательность одного из 
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полипептидов CYP82E10, предлагаемых в изобретении. Встречающиеся в естественных условиях вари-

анты, такие как указанные выше, можно идентифицировать с помощью хорошо известных методов мо-

лекулярной биологии, таких, например, как полимеразная цепная реакция (ПЦР) и методы гибридизации, 

хорошо известные в данной области и представленные в настоящем описании. Варианты полинуклеоти-

дов включают также полученные синтетическим путем полинуклеотиды, например, полученные с помо-

щью сайт-направленного мутагенеза, но последовательности которых все еще являются практически 

идентичными встречающимся в естественных условиях последовательностям, представленным в на-

стоящем описании, и которые в результате можно применять в способах, предлагаемых в изобретении, 

предназначенных для ингибирования экспрессии или функции никотиндеметилазы, которая участвует в 

метаболическом превращении никотина в норникотин, включая полипептиды никотиндеметилазы, по-

следовательности которых представлены в SEQ ID NO: 2, 5, 6, 7, 8, 9 и 10. Как правило, последователь-

ности вариантов конкретного полинуклеотида, предлагаемого в изобретении, например, полинуклеотид-

ной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 3, или полинуклеотидной последовательности, 

которая кодирует аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 2 и 5-13, должны 

быть идентичны по меньшей мере примерно на 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 

96, 97, 98, 99% или более последовательности конкретного полинуклеотида при оценке с помощью про-

грамм сравнительного анализа первичной структуры последовательностей и параметров, которые указа-

ны ниже в настоящем описании. 

Варианты конкретного полинуклеотида, предлагаемого в настоящем изобретении (обозначенного 

также в контексте настоящего описания как референс-полинуклеотид) можно оценивать также путем 

сравнения идентичности последовательности полипептида, кодируемого референс-полинуклеотидом, и 

полипептида, кодируемого вариантом полинуклеотида. Процент идентичности между любыми двумя 

полипептидами можно рассчитывать с использованием программ сравнительного анализа первичной 

структуры последовательностей и параметров, которые описаны ниже в контексте настоящего описания. 

Когда любую конкретную пару полинуклеотидов, предлагаемых в изобретении, оценивают путем срав-

нения процента идентичности последовательностей, характерного для двух кодируемых ими полипепти-

дов, процент идентичности последовательностей двух кодируемых полипептидов составляет по меньшей 

мере примерно 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% или более. 

Кроме того, полинуклеотиды, предлагаемые в изобретении, можно применять для выделения соот-

ветствующих последовательностей специфических для корня никотиндеметилаз, прежде всего последо-

вательностей CYP82E10, из других представителей рода Nicotiana. ПЦР, гибридизацию и другие анало-

гичные методы можно применять для идентификации указанных последовательностей на основе гомоло-

гии этих последовательностей и последовательностей, представленных в настоящем описании. Под объ-

ем настоящего изобретения подпадают последовательности, выделенные на основе идентичности их по-

следовательностей с нуклеотидными последовательностями, представленными в настоящем описании, 

или с их вариантами или фрагментами. Указанные последовательности включают последовательности, 

которые являются ортологами описанных последовательностей. 

Согласно настоящему изобретению "ортологами" являются гены, выведенные из общего родового 

гена и которые присутствуют в различных видах в результате специализации. Гены, обнаруженные в 

различных видах, рассматриваются как ортологи, когда для их нуклеотидных последовательностей и/или 

кодируемых белковых последовательностей характерна идентичность, составляющая по меньшей мере 

60, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% или более. Функции ортологов часто являются вы-

сококонсервативными в различных видах. Таким образом, под объем настоящего изобретения подпадают 

выделенные полинуклеотиды, которые кодируют полипептид никотиндеметилазы, участвующей в мета-

болическом превращении никотина в норникотин, и которые гибридизуются в строгих условиях с после-

довательностью CYP82E10, представленной в настоящем описании, или с ее вариантами или фрагмента-

ми. Указанные последовательности можно применять в способах, предлагаемых в настоящем изобрете-

нии, ингибирования экспрессии полипептидов никотиндеметилаз, которые участвуют в метаболическом 

превращении никотина в норникотин в растениях. 

С помощью ПЦР можно создавать олигонуклеотидные праймеры, предназначенные для примене-

ния в ПЦР-реакциях для амплификации соответствующих последовательностей ДНК с кДНК или геном-

ной ДНК, экстрагированной из любого представляющего интерес растения. Методы создания ПЦР-

праймеров и ПЦР-клонирования, в целом, известны в данной области и описаны у Sambrook и др., Mo-

lecular Cloning: A Laboratory Manual, 2-е изд., изд-во Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, New 

York, 1989; в: PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications под ред. Innis и др., изд-во Academic 

Press, New York, 1990; в: PCR Strategies, под ред. Innis и Gelfand, изд-во Academic Press, New York, 1995; 

и в: PCR Methods Manual, под ред. Innis и Gelfand, изд-во Academic Press, New York, 1999. Известные 

методы осуществления ПЦР включают (но не ограничиваясь только ими) методы, основанные на ис-

пользовании пар праймеров, гнездовых праймеров, односпецифических праймеров, вырожденных прай-

меров, генспецифических праймеров, векторспецифических праймеров, в частности, не обеспечивающих 

строгое соответствие ("приблизительных") праймеров и т.п. 

Методы гибридизации включают применение всего или части известного полинуклеотида в качест-
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ве зонда, который избирательно гибридизуется с другими соответствующими полинуклеотидами, при-

сутствующими в популяции клонированных фрагментов геномной ДНК или фрагментов кДНК (т.е. биб-

лиотеки геномной ДНК или кДНК) из выбранного организма. 

Гибридизацию можно осуществлять в строгих условиях. Под "строгими условиями" или "строгими 

условиями гибридизации" понимают условия, при которых зон гибридизуется с его последовательно-

стью-мишенью в значительно большей степени, чем с другими последовательностями (например, с 

уровнем гибридизации, превышающим фоновый уровень по меньшей мере в 2 раза). Строгие условия 

зависят от последовательности и должны быть разными в различных ситуациях. Контролируя строгость 

условий гибридизации и/или отмывки, можно идентифицировать последовательности-мишени, которые 

на 100% комплементарны зонду (гомологичное зондирование). В альтернативном варианте строгие ус-

ловия можно регулировать таким образом, чтобы допускать наличие нескольких мисмэтчей в последова-

тельностях, в результате чего наблюдается более низкая степень сходства (гетерологичное зондирова-

ние). Как правило, зонд содержит менее примерно 1000 нуклеотидов, предпочтительно менее 500 нук-

леотидов. 

Как правило, строгие условия представляют собой условия, при которых концентрация соли со-

ставляет менее примерно 1,5 М в пересчете на ионы Na, как правило, концентрация составляет примерно 

от 0,01 до 1,0 М в пересчете на ионы Na (или других солей) при рН от 7,0 до 8,3 и при температуре, со-

ставляющей по меньшей мере примерно 30°C. Для достижения строгих условий можно также добавлять 

дестабилизирующие агенты, такие как формамид. Примером гибридизации в условиях пониженной стро-

гости является гибридизации с использованием буферного раствора, содержащего от 30 до 35% форма-

мида, 1 М NaCl, 1% ДСН (додецилсульфат натрия), при 37°C и отмывки в 1-2× SSC (20× SSC = 3,0 М 

NaCl/0,3 M тринатрийцитрат) при 50-55°C. Примером гибридизации в условиях умеренной строгости 

является гибридизация с использованием от 40 до 45% формамида, 1,0 М NaCl, 1% ДСН при 37°C и от-

мывки в 0,5-1× SSC при 50-60°C. Примером гибридизации в строгих условиях является гибридизации с 

использованием 5% формамида, 1 М NaCl, 1% ДСН при 37°C и отмывки в 0,1× SSC при 60-65°C. Необя-

зательно буфер для отмывки может содержать от примерно 0,1% до примерно 1% ДСН. Продолжитель-

ность гибридизации, как правило, составляет менее чем примерно 24 ч, как правило, от примерно 4 до 

примерно 12 ч. Продолжительность отмывки должна быть по меньше мере достаточной для достижения 

равновесия. 

В конкретных вариантах осуществления изобретения гибридизация в строгих условиях представля-

ет собой гибридизацию в растворе, содержащем 5×SSC, 0,5% ДСН, 5× раствор Денхарда, 0,45 мкг/мкл 

полиА-РНК, 0,45 мкг/мл ДНК тимуса теленка и 50% формамида, при 42°C и с использованием по мень-

шей мере одной отмывки после гибридизации в растворе, содержащем от примерно 0,01× SSC до при-

мерно 1× SSC. Продолжительность гибридизации составляет от примерно 14 до примерно 16 ч. 

Специфичность, как правило, зависит от условий отмывок после гибридизации, при этом имеющи-

ми решающее значение факторами являются ионная сила и температура конечного отмывочного раство-

ра. Для гибридов типа ДНК-ДНК tпл можно аппроксимировать из уравнения, указанного у Meinkoth и 

Wahl, Anal. Biochem. 138, 1984, c. 267-284: tпл = 81,5°C + 16,6 (log M) + 0,41 (%GC) - 0,61 (% form) - 

500/L; в котором М обозначает молярность одновалентных катионов, %GC обозначает процентное со-

держание гуанозиновых и цитозиновых нуклеотидов в ДНК, % form обозначает процентное содержание 

формамида в растворе для гибридизации и L обозначает длину гибрида в парах оснований. tпл представ-

ляет собой температуру (при определенной ионной силе и значении рН), при которой 50% комплемен-

тарной последовательности-мишени гибридизуется с точно соответствующим зондом. tпл снижается 

примерно на 1°C при наличии каждого 1% мисмэтчей; таким образом, tпл, условия гибридизации и/или 

отмывки можно регулировать для гибридизации с последовательностями требуемой идентичности. На-

пример, если требуются последовательности с идентичностью >90%, то tпл можно снижать на 10°C. Как 

правило, строгие условия выбирают, используя температуру примерно на 5°C ниже, чем термическая 

точка плавления (tпл) конкретной последовательности и ее комплемента при определенной ионной силе и 

значении рН. Однако при применении строгих условий гибридизацию и/или отмывку можно осуществ-

лять при температуре, которая на 1, 2, 3 или 4°C ниже термической точки плавления (tпл); при примене-

нии умеренных условий гибридизацию и/или отмывку можно осуществлять при температуре, которая на 

6, 7, 8, 9 или 4°C ниже термической точки плавления (tпл); при применении расслабленных условий гиб-

ридизацию и/или отмывку можно осуществлять при температуре, которая на 11, 12, 13, 14, 15 или 20°C 

ниже термической точки плавления (tпл). Обычному специалисту в данной области должно быть очевид-

но, что при использовании указанного уравнения, составов для гибридизации и отмывки и требуемой tпл, 

можно изменять строгость растворов для гибридизации и/или отмывки. Если допускаемый уровень мис-

мэтчей приводит к тому, что tпл, составляет менее 45°C (водный раствор) или 32° С (раствор формамида), 

то предпочтительно повышать концентрацию SSC для того, чтобы применять более высокую температу-

ру. Подробное руководство по гибридизации нуклеиновых кислот представлено у Tijssen, Laboratory 

Techniques in Biochemistry and Molecular Biology - Hybridization with Nucleic Acid Probes, часть I, глава 2, 

изд-во Elsevier, New York, 1993; и в Current Protocols in Molecular Biology, под ред. Ausubel и др., глава 2, 
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изд-во Greene Publishing and Wiley-Interscience, New York, 1995 (см. Sambrook и др., Molecular Cloning: A 

Laboratory Manual, 2-е изд., изд-во Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, New York, 1989). 

Применяемые для гибридизации зонды могут представлять собой фрагменты геномной ДНК, 

кДНК-фрагменты, РНК-фрагменты или другие олигонуклеотиды и могут быть мечены выявляемой груп-

пой, такой как 
32

P или другой выявляемый маркер. Например, зонды для гибридизации можно создавать 

путем мечения синтетических олигонуклеотидов, основной которых являются полинуклеотидные после-

довательности CYP82E10, предлагаемые в настоящем изобретении. Методы получения зондов для гиб-

ридизации и конструирования библиотек кДНК и геномных ДНК, в целом, известны в данной области и 

описаны у Sambrook и др., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2-е изд., изд-во Cold Spring Harbor 

Laboratory Press, Plainview, New York, 1989. 

Например, полинуклеотидные последовательности CYP82E10, представленные в настоящем описа-

нии, или одну или несколько их частей можно использовать в качестве зондов, которые могут специфи-

чески гибридизоваться с соответствующими полинуклеотидами специфических для корня никотиндеме-

тилаз и матричными РНК. Для достижения специфической гибридизации в различных условиях указан-

ные зонды включают последовательности, которые являются уникальными для полинуклеотидных по-

следовательностей CYP82E10 или являются уникальными для одной из полинуклеотидных последова-

тельностей CYP82E10, включая расположенные против хода транскрипции относительно кодирующей 

последовательности 5'-области и расположенные по ходу транскрипции относительно кодирующей по-

следовательности 3'-области и интронную область (например, SEQ ID NO: 3), и предпочтительно содер-

жат по меньшей мере примерно 10 смежных нуклеотидов, более предпочтительно по меньшей мере при-

мерно 20 смежных нуклеотидов, более предпочтительно по меньшей мере примерно 50 смежных нуклео-

тидов, более предпочтительно по меньшей мере примерно 75 смежных нуклеотидов и наиболее предпоч-

тительно по меньшей мере примерно 100 смежных нуклеотидов. Указанные зонды можно применять для 

амплификации соответствующих полинуклеотидов CYP82E10. Этот метод можно применять для выде-

ления дополнительных кодирующих последовательностей или мутаций из требуемого растения или в 

качестве диагностического анализа, позволяющего определять присутствие кодирующих последователь-

ностей в растении. Метод гибридизации включает гибридизационный скрининг высеянных ДНК-

библиотек (либо бляшек, либо колоний; см., например, Sambrook и др., Molecular Cloning: A Laboratory 

Manual, 2-е изд., изд-во Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, New York, 1989). 

В контексте настоящего описания касательно взаимосвязей между двумя или большим количеством 

полинуклеотидов или полипептидов понятие "референс-последовательность" относится к основе, приме-

няемой для сравнения последовательностей. Референс-последовательность можно представлять собой 

частично или полностью специфическую последовательность; например, сегмент полноразмерной по-

следовательности кДНК или последовательности гена, или полную последовательность кДНК или по-

следовательность гена. 

В контексте настоящего описания понятие "окно сравнения" относится к состоящему из смежных 

нуклеотидов конкретному сегменту полинуклеотидной последовательности, при этом находящаяся в 

окне сравнения полинуклеотидная последовательность может нести добавления или делеции (т.е. "бре-

ши") по сравнению с референс-последовательностью (в которой отсутствуют добавления или делеции), 

применяемые для оптимального выравнивания двух полинуклеотидов. Как правило, окно сравнения со-

держит по меньшей мере 20 смежных нуклеотидов и необязательно может содержать 30, 40, 50, 100 или 

большее количество нуклеотидов. Специалистам в данной области известно, что для избежания высоко-

го уровня сходства с референс-последовательностью, достигаемого за счет включения брешей в поли-

нуклеотидную последовательность, как правило, вводят штраф за брешь и вычитают его из количества 

совпадений. 

Методы выравнивания последовательностей с целью их сравнения хорошо известны в данной об-

ласти. Так, для определения процента идентичности последовательностей любых двух последовательно-

стей можно применять математический алгоритм. Примерами таких математических алгоритмов явля-

ются (но не ограничиваясь только ими) алгоритм, описанный у Myers и Miller, CABIOS 4, 1988, c. 11-17; 

алгоритм локального выравнивания, описанный у Smith и др., Adv. Appl. Math. 2, 1981, с. 482; алгоритм 

глобального выравнивания, описанный у Needleman и Wunsch, J. Mol. Biol. 48, 1970, c. 443-453; метод 

выравнивания, основанный на локальном поиске, описанный у Pearson и Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. 85, 

1988, c. 2444-2448; алгоритм, описанный у Karlin и Altschul, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 1990, с. 2264, 

модифицированный согласно Karlin и Altschul, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 1993, c. 5873-5877. 

Программы BLAST, описанные у Altschul и др., J. Mol. Biol. 215, 1990, с. 403, основаны на алгорит-

ме Karlin и Altschul, 1990, выше. Исследование нуклеотидных последовательностей с использованием 

программ BLAST можно осуществлять с помощью программы BLASTN, в которой балл=100, длина сло-

ва=12, определяя тем самым нуклеотидные последовательности, гомологичные с нуклеотидной последо-

вательностью, которая кодирует белок, предлагаемый в изобретении. Исследование белков с использо-

ванием программ BLAST можно осуществлять с помощью программы BLASTX, в которой балл=50, 

длина слова=3, определяя тем самым аминокислотные последовательности, гомологичные белку или 

полипептиду, предлагаемому в изобретении. Для выравнивания включающих бреши последовательно-
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стей с целью сравнения можно примерять программу Gapped BLAST (входящую в пакет программ 

BLAST 2.0), которая описана у Altschul и др., Nucleic Acids Res. 25, 1997, с. 3389. В альтернативном ва-

рианте для осуществления итерационного поиска можно применять программу PSI-BLAST (входящую в 

пакет программ BLAST 2.0), которая позволяет определять отдаленные взаимосвязи между молекулами 

(см. Altschul и др., 1997, выше). При применении BLAST, Gapped BLAST, PSI-BLAST можно использо-

вать задаваемые по умолчанию параметры соответствующих программ (например, BLASTN для нуклео-

тидных последовательностей, BLASTX для белков) (см. www.ncbi.nlna.nih.gov). Выравнивание можно 

осуществлять вручную на основе визуальной оценки. 

В некоторых вариантах осуществления изобретения уровни идентичности/сходства последователь-

ностей, указанные в настоящем описании, рассчитывали с использованием алгоритмов BLASTX (Alt-

schul и др., 1997, выше), Clustal W (Higgins и др., Nucleic Acids Res. 22, 1994, c. 4673-4680) и GAP (входит 

в пакет программ, разработанных группой вычислительной генетики Висконсинского университета 

(University of Wisconsin Genetic Computing Group)) с использованием задаваемых по умолчанию пара-

метров. Под объем настоящего изобретения подпадает также применение эквивалентной программы для 

анализа и сравнения нуклеотидных и белковых последовательностей. Под "эквивалентной программой" 

подразумевают любую программу, предназначенную для анализа последовательностей, которая позволя-

ет для любых двух рассматриваемых последовательностей осуществлять выравнивание, включающее 

соответствие идентичных нуклеотидов или аминокислотных остатков, и дает такой же процент идентич-

ности последовательностей, что и полученный при соответствующем выравнивании с помощью про-

грамм BLASTX, Clustal W или GAP. 

Для целей приведенного ниже обсуждения вариантов нуклеотидных и полипептидных последова-

тельностей, подпадающих под объем настоящего изобретения, понятие "идентичность последовательно-

стей" или "идентичность" в контексте двух полинуклеотидных или полипептидных последовательностей 

относится к остаткам в двух последовательностях, которые являются одинаковыми при выравнивании 

для максимального соответствия в конкретном окне сравнения. Когда процент идентичности последова-

тельностей применяют касательно белков, то принимают, что положения неидентичных остатков часто 

отличаются консервативными аминокислотными заменами, при которых аминокислотный остаток заме-

нен на другие аминокислотные остатки со сходными химическими свойствами (например, заряд или 

гидрофобность) и поэтому не происходит изменения функциональных свойств молекулы. Когда после-

довательности отличаются консервативными заменами, то процент идентичности последовательностей 

можно повышать для корректировки с учетом консервативной природы замены. Говорят, что последова-

тельности, которые отличаются консервативными заменами, обладают "сходством последовательностей" 

или "сходством". Пути осуществления такой корректировки, хорошо известны специалистам в данной 

области. Как правило, они заключаются в том, что при назначении балльной оценки консервативную 

замену рассматривают как частичный, а не полный мисмэтч, что повышает процент идентичности после-

довательностей. Так, например, если идентичность аминокислот характеризуется баллом 1, а неконсер-

вативная замена характеризуется баллом ноль, то консервативная замена характеризуется баллом, нахо-

дящийся между 0 и 1. Для расчета баллов, которые присваиваются консервативным заменам, например, 

используют программу PC/GENE (фирма Intelligenetics, Маунтин-Вью, шт. Калифорния). 

В контексте настоящего описания "процент идентичности последовательностей" означает величи-

ну, которую определяют путем сравнения двух оптимальным образом выровненных последовательно-

стей в окне сравнения, при этом часть полинуклеотидной последовательности в окне сравнения может 

нести добавления или делеции (т.е. бреши) по сравнению с референс-последовательностью (в которой 

отсутствуют добавления или делеции) для оптимального выравнивания двух последовательностей. Про-

цент рассчитывают, определяя количество положений, в которых находятся идентичные нуклеотидные 

основания или аминокислотные остатки в обеих последовательностях, устанавливая количество соответ-

ствующих положений, осуществляя деление количества соответствующих положений на общее количе-

ство положений в окне сравнения, и умножая результат на 100, получая тем самым процент идентично-

сти последовательностей. 

Так, полинуклеотидные и полипептидные последовательности CYP82E10 можно идентифицировать 

с использованием последовательностей, которые представлены в настоящем описании. Такие методы 

заключаются в том, что получают полинуклеотидную или полипептидную последовательность, которая 

идентична по меньшей мере на 80, 85, 90, 95, 98, 99% полинуклеотидной последовательности, представ-

ленной в SEQ ID NO: 1, 3 или 4, или ее комплементу или фрагменту, или идентична полипептидной по-

следовательности, представленной в SEQ ID NO: 2 или 5-13. В предпочтительном варианте осуществле-

ния изобретения полипептид, соответствующий SEQ ID NO: 2, имеет серин в положении 79, 107 или 381 

полипептида CYP82E10, где нумерация соответствует SEQ ID NO: 2. 

Способы ингибирования экспрессии или функции никотиндеметилазы 

Предложены способы снижения концентрации, содержания и/или активности полипептида, предла-

гаемого в настоящем изобретении, в растениях или частях растений Nicotiana, в частности, в корневой 

ткани. Целый ряд способов можно использовать индивидуально или в сочетании для снижения или эли-

минации активности полипептида CYP82E10 (SEQ ID NO: 2), предлагаемого в настоящем изобретении, и 
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его вариантов, которые сохраняют активность никотиндеметилаз (например, SEQ ID NO: 7, 8, 9 и 10). 

Кроме того комбинации способов можно применять для снижения или элиминации активности двух или 

большего количества различных никотиндеметилаз, более конкретно, специфической для корня нико-

тиндеметилазы CYP82E10 и одной или обеих никотиндеметилаз, таких как специфическая для зеленых 

листьев никотиндеметилаза CYP82E5 и индуцируемая старением никотиндеметилаза CYP82E4. В кон-

кретном варианте осуществления изобретения CYP82E5 представляет собой полипептид, содержащий по 

меньшей мере одну мутацию аминокислоты в последовательности, представленной в SEQ ID NO: 26, 

которая оказывает отрицательное воздействие на превращение в зеленых листьях, и CYP82E4 имеет по-

следовательность, представленную в SEQ ID NO: 14, которая содержит по меньшей мере одну мутация 

аминокислоты, оказывающую отрицательное воздействие на превращение в стареющих листьях. 

Согласно настоящему изобретению считается, что имеет место ингибирование экспрессии нико-

тиндеметилазы CYP82E10, предлагаемой в настоящем изобретении, если уровень белка, представляюще-

го собой полипептид CYP82E10, статистически ниже уровня белка, представляющего собой этот же по-

липептид CYP82E10, в растении, которое не является генетически модифицированным или измененным 

с помощью мутаций, что приводит к ингибированию экспрессии указанного полипептида CYP82E10, и 

при этом указанные растения культивировали и собирали их урожай с использованием таких же прото-

колов. В конкретных вариантах осуществления изобретения уровень белка, представляющего собой по-

липептид CYP82E10, в модифицированном растении, предлагаемом в изобретении, ниже на 95%, ниже 

на 90%, ниже на 80%, ниже на 70%, ниже на 60%, ниже на 50%, ниже на 40%, ниже на 30%, ниже на 

20%, ниже на 10% или ниже на 5% уровня белка, представляющего собой такой же полипептид 

CYP82E10, в растении, которое не является мутантным или генетически модифицированным, что приво-

дит к ингибированию полипентида CYP82E10, и которое культивировали и собирали его урожай с ис-

пользованием таких же протоколов. Уровень экспрессии полипептида CYP82E10 можно измерять непо-

средственно, например, оценивая уровень транскрипта CYP82E10 или полипептида CYP82E10, экспрес-

сируемого в растении или части растения табака, или косвенно, например, измеряя уровень превращения 

никотина в норникотин в растении или части растения табака. Методы мониторинга уровня экспрессии 

белка известны в данной области и включают (но не ограничиваясь только ими) анализ методом Нозерн-

блоттинга и анализ дифференцировки РНК. Методы определения активности целевого полипептида 

CYP82E10 в отношении превращения никотина в норникотин известны в данной области и представлены 

ниже в настоящем описании, и они включают (но не ограничиваясь только ими) анализ алкалоидов с по-

мощью газовой хроматографии. 

В настоящем изобретении предложны способы снижения уровня норникотина или снижения уров-

ня превращения никотина в норникотин в растении или части растения табака. Способы заключаются в 

том, что интродуцируют в геном растения табака мутацию по меньшей мере в один аллель каждого из по 

меньшей мере трех генов никотиндеметилаз, где мутация снижает экспрессию гена никотиндеметилазы 

и где первый из указанных генов никотиндеметилаз кодирует специфическую для корня никотиндемети-

лазу, которая принимает участие в метаболическом превращении никотина в норникотин в растении или 

части растения табака. В некоторых вариантах осуществления изобретения специфическая для корня 

никотиндеметилаза представляет собой CYP82E10 или ее вариант. В других вариантах осуществления 

изобретения указанные способы заключаются в том, что интродуцируют в геном растения табака мута-

цию по меньшей мере в один аллель гена никотиндеметилазы, который кодирует CYP82E10 или ее вари-

ант, и мутацию по меньшей мере в один аллель гена никотиндеметилазы, который кодирует CYP82E4 

или ее вариант, и/или гена никотиндеметилазы, который кодирует CYP82E5 или ее вариант. 

Для объединения мутаций в одном растении использовали ряд подходов, в том числе половое 

скрещивание. Растение, имеющее предпочтительную мутацию в гене CYP82E10, которая ингибирует 

активность никотиндеметилаз в корнях, можно скрещивать с растением, имеющим предпочтительную 

мутацию в гене CYP82E4v2, которая ингибирует никотиндеметилазную активность в стареющих листь-

ях, или скрещивать с растением, имеющим предпочтительную мутацию в гене CYP83E5v2, которая ин-

гибирует никотиндеметилазную активность в зеленых листьях, с получением растения, которое обладает 

пониженным уровнем превращения никотина в норникотин. В предпочтительных вариантах осуществ-

ления изобретения скрещивания осуществляют для интродукции предпочтительной мутации в ген 

CYP82E10, CYP82E4v2 и CYP82E5v2 в одном и том же растении. Таким образом, растение, имеющее 

предпочтительную мутацию в гене CYP82E10, которая ингибирует активность никотиндеметилаз в кор-

нях, скрещивают с растением, имеющим предпочтительную мутацию в гене CYP82E4v2, которая инги-

бирует никотиндеметилазную активность в стареющих листьях, и предпочтительную мутацию в гене 

CYP83E5v2, которая ингибирует никотиндеметилазную активность в зеленых листьях. В альтернативном 

варианте растение, имеющее предпочтительную мутацию в гене CYP82E4v2, которая ингибирует нико-

тиндеметилазную активность в стареющих листьях, скрещивают с растением, имеющим предпочтитель-

ную мутацию в гене CYP82E10, которая ингибирует никотиндеметилазную активность в корнях, и пред-

почтительную мутацию в гене CYP83E5v2, которая ингибирует никотиндеметилазную активность в зе-

леных листьях. В следующем варианте осуществления изобретения растение, имеющее предпочтитель-

ную мутацию в гене CYP82E5v2, которая ингибирует никотиндеметилазную активность в зеленых ли-
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стьях, скрещивают с растением, имеющим предпочтительную мутацию в гене CYP82E10, которая инги-

бирует никотиндеметилазную активность в корнях, и предпочтительную мутацию в гене CYP83E4v2, 

которая ингибирует никотиндеметилазную активность в стареющих листьях. Путем интродукции пред-

почтительной мутации в каждый из указанных генов никотиндеметилаз можно получать растение, име-

ющее пониженные уровни превращения никотина в норникотин, при этом уровни превращения не пре-

вышают примерно 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6 или 0,7%. 

В более предпочтительном варианте осуществления изобретения растение, имеющее одну или не-

сколько предпочтительных мутаций, которая(ые) приводит(ят) к модификации полипептида CYP82E10 в 

положении 79, 107, 381 или 419 (где нумерация соответствует SEQ ID NO: 2), можно скрещивать с рас-

тением, имеющим одну или несколько предпочтительных мутаций, которая(ые) приводит(ят) к модифи-

кации полипептида CYP82E4 в положении 329, 364, 376, 381 или 458, и/или имеющим одну или несколь-

ко предпочтительных мутаций, которая(ые) приводит(ят) к модификации полипептида CYP82E5 в поло-

жении 422 или 449, с получением растения, в котором уровни превращения не превышают примерно 0,2, 

0,3, 0,4, 0,5, 0,6 или 0,7%. Наиболее предпочтительный уровень превращения никотина в норникотин 

может составлять от 0,05 до 0,4%, от 0,1 до 0,6%, от 0,1 до 0,3%, от 0,1 до 0,5%, от 0,1 до 0,4%, от 0,1 до 

0,7%, от 0,1 до 1,0%, от 0,1 до 1,1%, от 0,1 до 1,2%, от 0,1 до 1,3%, от 0,1 до 1,4% или от 0,1 до 1,5%. Лю-

бая мутация в полинуклеотиде, предлагаемом в настоящем изобретении, которая приводит к укорочению 

полипептида CYP82E10, CYP83E4 или CYP83E5 перед консервативным связывающим гем мотивом 

должна ингибировать фермент и ее можно применять в указанном выше скрещивании. Домены белков 

цитохрома Р450 известны в данной области (см., например, Xu и др., Physiologia Plantarum 129, 2007, c. 

307-319, публикация включена в настоящее описание в качестве ссылки). Путем скрещивания растений с 

нефункциональным или заингибированным геном CYP82E10, с растениями с нефункциональным или 

заингибированным геном CYP82E4v2, с нефункциональным или заингибированным геном CYP82E5v2 

или с нефункциональными или заингибированными генами CYP82E4v2 и CYP82E5v2 можно получать 

растение табака с пониженными уровнями норникотина. 

Активность полипептида никотиндеметилазы CYP82E10, CYP82E4 или CYP82E5 в отношении пре-

вращения никотина в норникотин в растении или части растения табака является заингибированной со-

гласно настоящему изобретению, если активность в отношении указанного превращения статистически 

ниже, чем активность в отношении превращения полипептида такой же никотиндеметилазы в растении 

или части растения табака, которое не подергалось генетической модификации для ингибирования ак-

тивности в отношении превращения полипептида такой же никотиндеметилазы и которое культивирова-

ли и собирали его урожай с использованием таких же протоколов. В конкретных вариантах осуществле-

ния изобретения активность полипептида никотиндеметилазы в отношении превращения никотина в 

норникотин в модифицированном растении или части растения табака, предлагаемого/предлагаемой в 

изобретении, является заингибированной, если активность составляет менее 95%, менее 90%, менее 80% 

менее 70%, менее 60%, менее 50%, менее 40%, менее 30%, менее 20%, менее 10%, менее 5%, менее 2% 

или менее 1% от активности в отношении превращения полипептида такой же никотиндеметилазы в рас-

тении табака, которое не подергалось генетической модификации для ингибирования экспрессии поли-

пептида такой же никотиндеметилазы и которое культивировали и собирали его урожай с использовани-

ем таких же протоколов. Активность полипептида никотиндеметилазы в отношении превращения нико-

тина в норникотин в растении или части растения табака является элиминированной согласно изобрете-

нию, когда она находится ниже предела обнаружения с помощью методов, представленных в настоящем 

описании. Методы определения активности полипептида никотиндеметилазы в отношении превращения 

никотина в норникотин в растении табака с использованием газовой хроматографии представлены ниже 

в примерах. 

В некоторых вариантах осуществления изобретения предпочтительную мутацию интродуцируют в 

растение или часть растения табака с помощью мутагенеза и интродуцированную мутацию выбирают с 

помощью методов, известных специалистам в данной области, таких как (но не ограничиваясь только 

ими) анализ методом Саузерн-блоттинга, секвенирование ДНК, анализ на основе ПЦР или фенотипиче-

ский анализ. Растение или часть растения, измененного или модифицированного согласно указанным 

выше вариантам осуществления изобретения, выращивают в условиях, в которых происходит образова-

ние растения, в течение периода времени, достаточного для модуляции концентрации и/или активности 

полипептидов, предлагаемых в настоящем изобретении, в растении. Условия, в которых происходит об-

разование растения, хорошо известны в данной области и кратко указаны ниже в настоящем описании. 

Модифицированное растение табака, содержащее предпочтительную мутацию в никотиндеметила-

зе, представленную в настоящем описании, отличается пониженным уровнем превращения никотина в 

норникотин. В конкретных вариантах осуществления изобретения уровень превращения никотина в нор-

никотин в модифицированном растении или части растения табака, предлагаемом/предлагаемой в изо-

бретении, составляет менее 95%, менее 90%, менее 80%, менее 70%, менее 60%, менее 50%, менее 40%, 

менее 30%, менее 20%, менее 10%, менее 5%, менее 2% или менее 1% от уровня превращения в растении 

табака, которое не подергалось генетической модификации для ингибирования экспрессии полипептида 

такой же никотиндеметилазы и которое культивировали и собирали его урожай с использованием таких 
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же протоколов. В некоторых вариантах осуществления изобретения модифицированное растение табака 

представляет растение табака, являющееся конвертером. В других вариантах осуществления изобретения 

модифицированное растение табака представляет собой растение табака, не являющееся конвертером. В 

некоторых вариантах осуществления изобретения модифицированное растение табака отличается более 

низким уровнем превращения по сравнению с уровнем, обнаруженным в коммерческих растениях таба-

ка, которые не являются конвертерами. 

Согласно настоящему изобретению изменения в уровнях, соотношениях, активности или распреде-

лении полипептидов CYP82E10, предлагаемых в настоящем изобретении, или изменения фенотипа рас-

тения или части растения табака, прежде всего снижение накопления норникотина и его онкогенного 

метаболита NNN можно измерять, сравнивая анализируемое растение или часть растения с контрольным 

растением или частью растения, где анализируемое растение или часть растения и контрольное растение 

или часть растения культивировали и/или собирали их урожай с использованием таких же протоколов. В 

контексте настоящего описания анализируемое растение или часть растения представляет собой расте-

ние или часть растения, в котором генетическое изменение, например, полученное с помощью мутагене-

за, влияет на представляющий интерес полипептид никотиндеметилазы или представляет собой растение 

или часть растения табака, являющееся потомком растения или части растения табака, измененного та-

ким образом и содержащего указанную модификацию. Контрольное растение или часть растения пред-

ставляет собой стандарт для оценки изменений фенотипа анализируемого растения или части растения. 

Оценку изменений фенотипа растения или части растения можно осуществлять в любой момент време-

ни, в том числе в процессе развития, старения растения или после сушки. В других вариантах осуществ-

ления изобретения оценку изменений фенотипа можно осуществлять в растениях, выращенных в каких-

либо других условиях, в том числе в растениях, выращенных в вегетационной камере, теплице или в по-

ле. В одном из вариантов осуществления изобретения оценку изменения фенотипа можно осуществлять 

путем определения уровня превращения никотина в норникотин. В предпочтительном варианте осуще-

ствления изобретения уровень превращения можно оценивать путем деления процентного содержания 

норникотина (в виде процента относительно общей массы ткани) на сумму процентного содержания ни-

котина и норникотина (в виде процента относительно общей массы ткани) и умножения на 100. 

Согласно настоящему изобретению контрольное растение или часть растения может представлять 

собой растение или часть растения табака дикого типа, т.е. такого же генотипа, что и исходный материал 

для генетического изменения, приводящего к получению анализируемого растения или части растения. 

Контрольное растение или часть растения может представлять собой также растение или часть растения 

табака такого же генотипа, что и исходный материал, но быть трансформированным "нулевой" конст-

рукцией (т.е. конструкцией, для которой отсутствуют данные о воздействии на представляющий интерес 

признак, например, конструкцией, которая содержит селектируемый маркерный ген). Во всех случаях 

анализируемое растение или часть растения и контрольное растение или часть растения культивируют и 

собирают их урожай с использованием таких же протоколов. 

В некоторых вариантах осуществления изобретения активность полипептида никотиндеметилазы, 

предлагаемого в настоящем изобретении, можно снижать или элиминировать, нарушая ген, который ко-

дирует полипептид никотиндеметилазы. Изобретение относится к подвергнутым мутагенезу растениям, 

которые несут мутации в генах никотиндеметилазы, где мутации приводят к снижению экспрессии гена 

никотиндеметилазы или ингибированию активности кодируемого полипептида никотиндеметилазы, 

предлагаемого в настоящем изобретении. 

В других вариантах осуществления изобретения активность полипептида никотиндеметилазы, 

предлагаемого в настоящем изобретении, снижают или элиминируют путем нарушения гена, который 

кодирует полипептид никотиндеметилазы. Ген, который кодирует полипептид никотиндеметилазы мож-

но нарушать с помощью любого метода, известного в данной области, например, транспозонного мече-

ния или мутагенеза растений посредством неспецифического или направленного мутагенеза, и отбора 

растений с пониженным уровнем никотиндеметилазной активности или с мутациями только в CYP82E10 

или в сочетании с мутациями в CYP82E4 или CYP82E5. 

Транспозонное мечение можно применять для снижения или элиминации активности одного или 

нескольких полипептидов никотиндеметилаз CYP82E10, предлагаемых в изобретении. Транспозонное 

мечение предусматривает встраивание транспозона в эндогенный ген никотиндеметилазы для снижения 

или элиминации экспрессии полипептида никотиндеметилазы. 

Методы транспозонного мечения конкретных генов в растениях хорошо известны в данной области 

(см., например, Maes и др., Trends Plant Set 4, 1999, c. 90-96; Dharmapuri и Sonti, FEMS Micerobiol. Lett. 

179, 1999, c. 53-59; Meissner и др., Plant J. 22, 2000, c. 265- 274; Phogat и др., J. Biosci. 25, 2000, c. 57-63; 

Walbot, Curr. Opin. Plant Biol. 2, 2000, c. 103-107; Gai и др., Nucleic Acids Res. 28, 2000, c. 94-96; Fitzmau-

rice и др., Genetics 153, 1999, c. 1919-1928). 

В данной области известны также и другие методы снижения или элиминации экспрессии эндоген-

ных генов в растениях и их также можно применять согласно настоящему изобретению. Указанные ме-

тоды включают другие формы мутагенеза с использованием мутагенных или онкогенных соединений, 

например, индуцированный этилметансульфонатом (ЭМС) мутагенез, делеционный мутагенез и делеци-
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онный мутагенез с использованием быстрых нейтронов, применяемый для "обратной генетики" (с ис-

пользованием ПЦР) для идентификации линий растений, в которых удален путем делеции эндогенный 

ген. Примеры указанных методов представлены у Ohshima и др., Virology 213, 1998, c. 472-481; Okubara 

и др., Genetics 137, 1994, c. 867-874 и у Quesada и др., Genetics 154, 2000, c. 421-4315; каждая из публика-

ций включена в настоящее описание в качестве ссылки. Кроме того, согласно изобретению можно при-

менять также быстрый и автоматизированный метод скрининга индуцируемых химическими соедине-

ниями мутаций, TILLING (введение индуцированных локальных повреждений в геном (Targeting Induced 

Local Lesions In Genomes), методы с применением денатурирующей ЖХВР или избирательного эндонук-

леазного расщепления отобранных ПЦР-продуктов (см. McCallum и др., Nat. Biotechnol. 18, 2000, c. 455-

457, публикация включена в настоящее описание в качестве ссылки). 

Мутации, которые нарушают экспрессию гена или оказывают воздействие на функцию кодируемо-

го белка никотиндеметилазы, можно определять с помощью методов, хорошо известных в данной облас-

ти. Инсерционные мутации в экзонах гена, как правило, приводят к получению нуль-мутантов. Мутации 

в консервативных остатках могут оказаться особенно эффективными в отношении ингибирования мета-

болической функции кодируемого белка. Описаны консервативные остатки полипептидов растительных 

никотиндеметилаз, пригодные для мутагенеза с целью элиминации активности полипептида никотинде-

метилазы в отношении превращения никотина в норникотин в растении или части растения табака (см. 

фиг. 1А-В опубликованной заявки на патент США № 2009/0205072 А1, которая полностью включена в 

настоящее описание в качестве ссылки, где остатки, отличающиеся от других полипептидов Р450, выде-

лены серым цветом). Консервативный остаток представляет собой остаток в каждом положении, кото-

рый не выделен серым цветом. Указанные мутанты можно выделять согласно процедурам, хорошо из-

вестным в данной области. 

Согласно другому варианту осуществления настоящего изобретения можно применять доминант-

ные мутации для обеспечения молчания РНК посредством инверсии гена и рекомбинации содержащего 

два аллеля локуса гена (см. например, Kusaba и др., Plant Cell 15, 2003, c. 1455-1467). 

Согласно другому варианту осуществления изобретения композиции, предлагаемые в изобретении, 

находят применение в методах скрининга для идентификации растений, не являющихся конвертерами, 

которые предназначены для применения в программах селекции. Для этого можно применять нуклео-

тидные последовательности, предлагаемые в изобретении, для скрининга нативной зародышевой плазмы 

растений, не являющихся конвертерами, которые имеют стабильную мутацию в гене CYP82E10, иден-

тифицированную согласно настоящему описанию. Указанные растения, не являющиеся конвертерами, 

идентифицированные с помощью способов, предлагаемых в настоящем изобретении, можно применять 

для создания чистых линий. 

Помимо нуклеотидных последовательностей, которые кодируют полипептиды CYP82E10, пред-

ставленные в настоящем описании, композиции, предлагаемые в изобретении, включают интронную по-

следовательность в последовательности гена CYP82E10, которую можно применять в методах скринин-

га. Не вдаваясь в какой-либо механизм действия, можно считать, что ген(ы) CYP82E10 может(гут) яв-

ляться только представителем(ями) семейства цитохрома Р450, участвующего в метаболическом пре-

вращении никотина в норникотин в корнях табака. Для ряда вариантов применения может оказаться по-

лезным иметь средства для диагностической дифференциации указанного конкретного представителя 

семейства генов цитохрома Р450 от остальных близкородственных последовательностей в этой семейст-

ве. Например, возможно, что во встречающейся в естественных условиях зародышей плазме табака (или 

в подвергнутых мутагенезу популяциях) могут существовать дополнительные варианты, в которых этот 

ген в естественных условиях имеет нарушенную функцию и поэтому может являться ценным в качестве 

перманентного источника неконвертеров. Указанные последовательности с нарушенной функцией могут 

представлять собой последовательности, которые кодируют полипептиды, последовательности которых 

представлены в SEQ ID NO: 11, 12 или 13. Метод специфического анализа указанных генотипов (напри-

мер, делеционных мутантов, реаранжировок и т.п.) может служить в качестве эффективного инструмен-

та. В настоящем изобретении описаны праймеры, созданные для специфической амплификации экзона 1 

и экзона 2 CYP82E10, при этом одна из двух пар праймеров соответствует интрону, расположенному 

между экзонами. Примеры праймеров, которые можно применять для амплификации экзонов CYP82E10, 

имеют последовательности, представленные в SEQ ID NO: 35 плюс SEQ ID NO: 36 и SEQ ID NO: 37 

плюс SEQ ID NO: 38. Эти же праймеры можно применять для анализа последовательностей продуктов. 

Поскольку интронные области генов, как правило, являются менее консервативными по сравнению 

с экзонами, можно предположить, что применение специфического для интрона зонда должно с большей 

эффективностью отличать ген(ы), соответствующие гену CYP82E10, от других представителей семейст-

ва CYP82E. Применение специфического для интрона CYP82E10 зонда и/или ПЦР-праймеров, исполь-

зуемых для создания продуктов, представляет собой эффективные инструменты в анализах, предназна-

ченных для решения вопроса о том, несут ли любые встречающиеся в естественных условиях или под-

вергнутые мутагенезу растения табака делеции или реаранжировки, которые делают ген неактивным. 

Указанное растение можно затем применять в программах селекции для создания линий табака, в кото-

рых не может происходить указанное превращение. 
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Растения, части растений табака и изделия с пониженным содержанием норникотина и NNN 

Полинуклеотиды CYP82E10, предлагаемые в изобретении, и их варианты и фрагменты можно при-

менять в способах, предлагаемых в настоящем изобретении, для ингибирования экспрессии или функции 

никотиндеметилаз CYP82E10, которые участвуют в метаболическом превращении никотина в норнико-

тин в растении. Таким образом, предпочтительные мутации можно интродуцировать в представляющий 

интерес ген CYP82E10. Способы, предлагаемые в изобретении, не зависят от конкретного метода интро-

дукции предпочтительной мутации в ген CYP82E10 никотиндеметилазы. 

Композиции и способы, предлагаемые в изобретении, можно применять для снижения содержания 

норникотина, в частности в листьях и стеблях любого растения рода Nicotiana, включая (но не ограничи-

ваясь только ими) следующие виды: acuminata, affinis, alata, attenuate, bigelovii, clevelandii, excelsior, for-

getiana, giauca, glutinosa, langsdorffii, longiflora, obtusifolia, palmeri, paniculata, plumbaginifoliia, qudrivalvis, 

repanda, rustica, suaveolens, sylvestris, tabacum, tomentosa, trigonophylla и х sanderae. Настоящее изобрете-

ние можно также воплощать на практике с использованием любых сортов растения рода Nicotiana, вклю-

чая (но не ограничиваясь только ими) Nicotiana acuminata multiflora, Nicotiana alata grandiflora, Nicotiana 

bigelovii quadrivalvis, Nicotiana bigelovii wallacei, Nicotiana obtusifolia obtusifolia, Nicotiana obtusifolia pla-

meri, Nicotiana quadrivalvis bigelovii, Nicotiana quadrivalvis quadrivalvis, Nicotiana quadrivalvis wallacei и 

Nicotiana trigonophylla palmeri, а также различных известных сортов, известных как сорта, подвергаемые 

сушке на пару, или светлые сорта, сорта табака Бёрли, темные сорта и восточные/турецкие сорта. В не-

которых вариантах осуществления изобретения представляющее интерес растение табака представляет 

собой растение сорта Бёрли, Вирджиния, растение, предназначенное для сушки на пару, воздушной суш-

ки, огневой сушки, растение сорта восточный или растение, из которого получают темный сорт табака. 

Растения табака и сорта, представленные в настоящем описании, можно применять для выращива-

ния и сбора урожая с помощью общепринятых методов, таких как культивирование в богатых перегноем 

почвах или без перегноя, с помещением цветков в мешки или без указанной защиты или с укорачивани-

ем верхушек или без укорачивания. Собранные листья и стебли можно применять в любых традицион-

ных табачных изделиях, включая (но не ограничиваясь только ими) трубочный, сигарный и сигаретный 

табак и жевательный табак в любой форме, в том числе листовой табак, раскрошенный табак или наре-

занный табак. 

Таким образом, настоящее изобретение относится к растению или части растения табака, содержа-

щего/содержащей мутации в гене, который кодирует никотиндеметилазу CYP82E10, где мутация приво-

дит к пониженной экспрессии или функции никотиндеметилаз CYP82E10 и к уменьшенному количеству 

норникотина и N'-нитрозонорникотина. В контексте настоящего описания подразумевается, что понятие 

"уменьшенное количество" или "пониженный уровень" относятся к количеству норникотина и/или N'-

нитрозонорникотина в растении, предлагаемом в настоящем изобретении, или части растения табака или 

табачном изделии, более низкому по сравнению с обнаруженным в растении рода Nicotiana или части 

растения или табачном изделии из такого же сорта табака, обработанного (т.е. культивированного и соб-

ранного) таким же образом, но которое не было генетически модифицировано с целью снижения уровня 

норникотина и/или N'-нитрозонорникотина. Количество норникотина может быть снижено от примерно 

на 10% до более чем примерно на 90%, в том числе более чем примерно на 20%, примерно на 30%, при-

мерно на 40%, примерно на 50%, примерно на 60%, примерно на 70% и примерно на 80%. Превращение 

никотина в норникотин может составлять менее 0,3%, менее 0,5%, менее 0,7%, менее 0,1-0,5%, от 0,1 до 

0,4%, от 0,1 до 0,7% или от 0,1 до 1,0% в растениях, частях растений и продуктах, предлагаемых в на-

стоящем изобретении, и более конкретно в растения, частях растений, имеющих мутации в CYP82E10, 

CYP82E4v2 и CYP825v2. 

Понятие "табачные изделия" в контексте настоящего описания относится (но не ограничиваясь 

только ими) к продуктам, предназначенным для курения (например, любые сигареты, включая сигарил-

лы (сигара в табачном листе), сигареты с невентилируемым фильтром или сигареты с вентилируемым 

рецесс-фильтром, сигары, трубочный табак), продукты, не пригодные для курения (например, нюхатель-

ный табак, жевательный табак, биоразложимые вставки (например, гумми, лепешки, растворимые полос-

ки)) (см., например, US 2005/0019448, который включен в настоящее описание в качестве ссылки). На-

стоящее изобретение относится также к смесевым табачным изделиям, которые можно получать, объе-

диняя обычный табак с различными количествами табака с низким уровнем норникотина и/или N'-

нитрозонорникотина, представленного в настоящем описании. В других вариантах осуществления изо-

бретения растение или часть растения рода Nicotiana, описанное/описанная выше, представляет собой 

высушенный табак. 

В некоторых вариантах осуществления настоящего изобретения табачное изделие характеризуется 

пониженным онкогенным потенциалом дыма табака, который непосредственно вдыхается при использо-

вании табачного изделия (такого как сигары, сигареты или трубочный табак) или вдыхается в виде вто-

ричного табачного дыма (т.е. в том случае, когда индивидуум вдыхает табачный дым, который образует-

ся при курении другим индивидуумом табачного изделия, такого как сигары, сигареты или трубочный 

табак). Высушенный табак, представленный в настоящем описании, можно применять для изготовления 

табачного изделия, прежде всего изделия, которое подвергнуто химическим изменениям в результате 
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нагревания, которое содержит уменьшенное количество норникотина и/или N'-нитрозонорникотина в 

струе дыма, который вдыхают непосредственно или вдыхают в виде вторичного дыма. Аналогично это-

му табачные изделия, предлагаемые в изобретении, можно применять для изготовления бездымных та-

бачный изделий, таких как жевательный табак, нюхательный табак и т.п. 

Таким образом, табачные изделия, изготовленные из растений табака, предлагаемых в настоящем 

изобретении, находят применение в способах снижения онкогенного потенциала указанных табачных 

изделий и снижения воздействия на людей онкогенного нитрозамина NNN, прежде всего на индивидуу-

мов, которые употребляют табачные изделия. Представленные ниже примеры служат для иллюстрации 

изобретения и не направлены на ограничение его объема. 

Экспериментальный раздел 

Ссылки, процитированные в представленном ниже разделе, приведены сразу после "Эксперимен-

тального раздела". 

Известный уровень техники 

Данные о том, что CYP82E4v2 представляет собой локус никотиндеметилазы, ответственной для 

высокий уровень накопления норникотина в растениях-конвертерах (Siminszky и др., 2005), открыли 

путь к нетрансгенным, а также трансгенным подходам, которые позволяют решать проблему, связанную 

с превращением, и снижать содержание норникотина в состарившихся высушенных листьях. В частно-

сти, это позволяет исследователям создавать популяции табака, обработанные химическим мутагеном, и 

отбирать особи, которые несут нефункциональные аллели в локусе CYP82E4v2. Действительно, на осно-

ве указанной стратегии три независимые группы исследователей уже создали линии табака, в которых не 

происходит превращение (Dewey и др., 2007; Xu и др., 2007б; Julio и др., 2008). 

Как указано ранее, растение табака, обозначенное 775, идентифицировали в популяции линии сорта 

Бёрли DH98-325-6, для обработки которой в качестве мутагена применяли ЭМС, и у этого растения об-

наружена вызывающая "выключение" мутация в гене CYP82E4v2 (Dewey и др., 2007). Осенью 2008 г. 

растения, гомозиготные по мутации 775, выращивали на исследовательской станции Upper Coastal Plains 

в г. Роки-Маунт, шт. Северная Каролина и подвергали воздушной сушке согласно стандартной промыш-

ленной практике. Анализ алкалоидов в этом материале осуществляли согласно "LC Protocol" ("протокол 

ЖХ"), описанного у Jack и др., 2007. Как видно из табл. 1, у растений, несущих мутацию 775, средний 

уровень превращения никотина в норникотин составлял 2,6%. В отличие от этого у родительской линии 

DH98-325-6, которая имела сильный конвертерный генотип, был обнаружен уровень превращения, со-

ставлявший >60%. Практически идентичные результаты опубликованы Julio и др., 2008, было установле-

но, что для растений, гомозиготных по вызывающей "выключение" мутации cyp82e4v2, у линии сорта 

Бёрли с сильным конвертерным генотипом BB16NN (уровень превращения у родительской линии со-

ставлял от 68 до 98%) процент превращения составлял от 2,82 до 3,37. Таким образом, ослабляющие му-

тации, введенные только в ген CYP82E4v2, вероятно, являются эффективными в отношении устранения 

проблем, связанных с нестабильным генетическим феноменом, который ассоциирован с поколением рас-

тений-конвертеров. 

Таблица 1 

Профили алкалоидов в экспериментальном материале, которые оценивали в полевом опыте в 2008 г. Ве-

личины, выраженные в процентах, представляют собой средние значения 

 
а
 Числа в скобках обозначают общее количество проанализированных растений. 

б
 Нумерация относительно стартового кодона последовательности кДНК. 

в
 Проценты рассчитывали на основе сухой массы табака. 

г
 Процент превращения никотина определяли из уравнения: [% норникотина/(% норникотина + % ни-

котина)]×100. 

Хотя применение растений табака, несущих мутацию 775 или сопоставимые мутации в CYP82E4v2, 
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может представлять собой эффективное средство элиминации интродукции растений-конвертеров в по-

пуляции табака, в этих растениях все еще сохраняется небольшое, но имеющее существенное значение 

количество норникотина. С учетом того, что в трансгенных растениях, экспрессирующих конструкцию 

для РНКi, мишенью которой является CYP82E4v2 (Lewis и др., 2008), обнаружены уровни превращения 

никотина в норникотин, близкие к 0,45%, очевидно, что по меньшей мере еще один другой ген, последо-

вательность которого обладает высокой гомологией с последовательностью ДНК CYP82E4v2, должен 

быть ответствен за основной синтез норникотина, присутствующий как в растениях, не являющихся кон-

вертерами, так и в растениях-конвертерах, которые имеют неактивированный ген CYP82E4v2. Это пред-

положение нашло дополнительное подтверждение, когда был обнаружен ген CYP82E5v2, последова-

тельность ДНК которого на 92,7% идентична последовательности гена CYP82E4v2, который, как уста-

новлено, кодирует также функциональный фермент никотиндеметилазу (Dewey и др., 2007; Gavilano и 

Siminszky, 2007). Низкий уровень экспрессии гена CYP82E5v2 никотиндеметилазы обнаружен в зеленых 

табачных листьях растений-конвертеров, а также растений, не являющихся конвертерами, в отличие от 

гена CYP82E4v2, для которого характерны очень высокие уровни экспрессии, но только в листьях расте-

ний-конвертеров в процессе старения и воздушной сушки. 

Как описано у Dewey и др., 2007, скрининг популяции табака DH98-325-6, для обработки которой в 

качестве мутагена применяли ЭМС, позволил идентифицировать индивидуальное растение (растение 

1013), несущее приводящую к "выключению" мутацию в гене CYP82E5v2. Для определения воздействия 

нефункционального аллеля cyp82e5v2 на накопление норникотина осуществляли скрещивания, которые 

позволяли объединять мутации из растений 775 и 1013. Молекулярное генетипирование нескольких осо-

бей F2-поколения, полученных из F1-потомства начального скрещивания, позволило идентифицировать 

девять особей, гомозиготных по обоим мутациям (е4е4/е5е5). Эти девять растений включали также в по-

левой опыт, проведенный в 2008 г. Несмотря на тот факт, что, как установлено, CYP82E5v2 кодирует 

функциональный фермент никотиндеметилазу (Dewey и др., 2007; Gavilano и Siminszky, 2007), объеди-

нение нарушающей функцию мутации cyp82e5v2 с вызывающей "выключение" мутацией cyp82e4v2 ока-

зывало очень небольшое воздействие на уровни норникотина в листьях. Как видно из табл. 1, у растений, 

гомозиготных по двойной мутации (е4е4/е5е5), средний уровень превращения никотина составлял 2,3%, 

для сравнения средний уровень превращения в растениях, несущих только мутацию cyp82e4v2 (e4e4), 

составлял 2,6%. Небольшое различие в среднем уровне превращения между двумя генотипами оказалось 

статистически незначимым (Р = 0,118). В отличие от этого, в одной из трансгенных линий, включенной в 

этот опыт, в которой "молчание" CYP82E4v2 достигалось с помощью РНКi, средний уровень превраще-

ния в которой составлял 0,7%, количество оказалось значимо более низким (Р < 0,001), чем полученное 

как для генотипа е4е4, так и для генотипа е4е4/е5е5. Таким образом, в геноме табака должен существо-

вать другой ген с высокой гомологией с CYP82E4v2, который принимает участие в производстве норни-

котина в растении. 

Пример 1. Выделение и характеризация гена cyp82e10 никотиндеметилазы. 

Для идентификации других генов в геноме табака, которые могут кодировать ферменты никотин-

деметилаз, исследовали гомологию с помощью алгоритмов BLASTN и BLASTX (Altschul и др., 1990, 

1997) с использованием баз данных для экспрессируемых секвенированных меток (ярлыков) (EST) в 

GenBank, применяя ДНК и белковые последовательности CYP82E4v2 в качестве соответствующих "за-

прашиваемых" последовательностей. Кроме того, для идентификации последовательностей кДНК, соот-

ветствующих ранее охарактеризованным представителям суперсемейства CYP82E (таким как CYP82E2, 

CYP82E3 и CYP82E5v2), было обнаружено семь EST, которые не соответствовали точно ни одному из 

ранее охарактеризованных представителей этого семейства генов. 

Важно отметить, что все из семи EST, получали либо из библиотек специфических для корня кДНК, 

либо библиотек кДНК, созданных из смешанных тканей, которые включали корни. Эти данные позволя-

ют предположить, что новый ген CYP82E экспрессируется специфически в ткани корня, указанная осо-

бенность позволяет объяснить, почему этот конкретный представитель суперсемейства CYP82E Р450 

ранее не был обнаружен, так как ранее исследования были сфокусированы на характеризации генов 

CYP82E, которые экспрессировались в листовой ткани. Поскольку никакой индивидуальной последова-

тельности EST недостаточно для перекрытия полной кодирующей области этого нового гена, создавали 

ПЦР-праймеры, которые обладали способностью обеспечивать амплификацию полной последовательно-

сти кДНК из первой цепи кДНК, которую создавали из РНК, выделенной из ткани корня табака. Кроме 

того, применяли праймеры для амплификации соответствующей геномной области гена, которая вклю-

чала центральный крупный интрон. Эта новая кДНК CYP82E характеризовалась идентичностью на 

уровне 92,4% от нуклеотидной последовательности кДНК гена CYP82E4v2 табака и предсказанной 

идентичностью на уровне 91,1% аминокислотных последовательностей. В соответствии с рекоменда-

циями по номенклатуре гена Р450 этот новый ген обозначили как CYP82E10. При сравнении со всеми 

охарактеризованными представителями суперсемейства CYP82E ген CYP82E10 отличается наиболее 

высоким уровнем сходства последовательностей с геном CYP82E5v2, при этом идентичность на уровне 

нуклеотидных последовательностей кДНК составляет 96,5% и предсказанная идентичность на уровне 

аминокислотных последовательностей составляет 95,7%. Последовательность ДНК CYP82E10 и пред-
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сказанная белковая последовательность представлены на фиг. 1. 

Хотя кДНК различных представителей семейства CYP82E имеют тенденцию к высокой консерва-

тивности, геномные версии этих генов отличаются существенно большим разнообразием последователь-

ностей. Это прежде всего является следствием значительной дивергенции последовательностей, обнару-

женной в крупном центральном интроне. Сравнительный анализ первичной структуры геномных после-

довательностей CYP82E4v2, CYP82E5v2 и CYP82E10 представлен на фиг. 2. Как рассчитано с помощью 

алгоритма выравнивания пар оснований EMBOSS (www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/align/index.html), нуклео-

тидные последовательности генов CYP82E4v2 и CYP82E10 идентичны на 78,3%, а нуклеотидная после-

довательность гена CYP82E10 идентична на 84,9% нуклеотидной последовательности гена CYP82E5v2, 

поскольку они присутствуют в геноме табака (геномные последовательности CYP82E4v2 и CYP82E5v2 

идентичны на 75%). 

Как подробно описано в нескольких публикациях, большинство генов суперсемейства CYP82E, об-

наруженных в геноме табака, не кодируют функциональные ферменты никотиндеметилазы (Siminszky и 

др., 2005; Chakrabarti и др., 2007; Dewey и др., 2007; Gavilano и др., 2007; Xu и др., 2007а). Таким обра-

зом, только степень гомологии последовательностей является не очень точным индикатором функции 

генов семейства CYP82E. Вместо этого анализ экспрессии либо в трансгенных растениях (Siminszky и 

др., 2005), либо в дрожжах (Gavilano и Siminszky, 2007; Xu и др., 2007а) представляет собой признанное 

средство решения вопроса о том, кодируют ли индивидуальные представители этого семейства генов 

никотиндеметилазную активность. 

Для решения вопроса о том, функционирует ли CYP82E10 в качестве гена никотиндеметилазы, его 

кДНК клонировали в дрожжевом экспрессионном векторе pYeDP60 и трансформировали им штамм 

дрожжей W(R). Штамм W(R) представляет собой клеточную линию дрожжей, которая была сконструи-

рована с целью сверхэкспрессии дрожжевой НАДФ⋅H-зависимой Р450-редуктазы, фермента, который 

служит в качестве непосредственного донора электронов для Р450; эта система позволяет в значительной 

степени повышать уровень выявления активности чужеродного фермента Р450, экспрессируемого в 

дрожжах (Pompon и др., 1995). Анализы никотиндеметилазы осуществляли путем инкубации препаратов 

микросомальных мембран дрожжей с [
14

С]-никотином и разделения продуктов с помощью тонкослойной 

хроматографии, согласно методу, описанному у Siminszky и др., 2005. 

Как показано на фиг. 3, никакой никотиндеметилазной активности не удалось обнаружить при ис-

пользовании микросом дрожжей штамма W(R), экспрессирующих только вектор pYeDP60. В противопо-

ложность этому выраженную никотиндеметилазную активность удалось обнаружить при оценке микро-

сом, полученных из дрожжевых клеток, которые экспрессировали кДНК CYP82E10. Путем измерения 

ферментативной активности фермента CYP82E10 с использованием широкого спектра концентраций 

[
14

С]-никотина создавали кривую насыщения субстратом и с использованием анализа микросом было 

рассчитано кажущееся значение Km, составлявшее 3,9 мкМ. Этот кинетический параметр для CYP82E10 

очень близок к значениям Km, опубликованным для ферментов CYP82E4v2 и CYP82E5v2 при их анало-

гичной экспрессии в дрожжах (Gavilano и др., 2007; Gavilano и Siminszky, 2007; Xu и др., 2007а). 

Пример 2. Идентификация растений, несущих мутантные аллели CYP82E10. 

Для точной оценки специфического вклада CYP82E10 в общий уровень норникотина в растении та-

бака необходимо: (1) идентифицировать растение табака, в гене которого присутствует приводящая к 

"выключению" мутация; и (2) объединить эту мутацию с мутациями cyp82e4v2 и cyp82e5v2, полученны-

ми из растений 775 и 1013 соответственно. Для идентификации потенциально ослабляющих мутаций в 

гене CYP82E10 подвергали скринингу популяцию DH98-325-6, для обработки которой в качестве мута-

гена применяли ЭМС, для чего проводили широкомасштабный анализ последовательностей ДНК с ис-

пользованием праймеров, которые обеспечивают специфическую амплификацию участков CYP82E10 

(без одновременной амплификации других представителей суперсемейства CYP82E). Для специфиче-

ской амплификации экзона 1 CYP82E10 применяли следующие ПЦР-праймеры: 5'-

GTGATAGTTTGATTCCCAAGTGC-3' ("прямой") и 5'-CTCCCAAAGTTAGATTAGTCCG-3' ("обратный); 

для специфической амплификации экзона 2 примеряли праймеры 5'-AGGTCGCGCTGATTCTTG-3' 

("прямой") и 5'-AGATGAATACCCATCTATCTAGGAGT-3' ("обратный"). Для гарантии максимальной 

специфичности "обратный" праймер для экзона 1 и "прямой" праймер для экзона 2 соответствовали по-

следовательностям в интроне CYP82E10 (фиг. 1). ПЦР-амплификацию и анализ последовательностей 

мутантных растений осуществлял в 96-луночном формате согласно методу, описанному у Dewey и др., 

2007. 

Широкомасштабный анализ последовательностей свыше 1200 особей из мутантной популяции та-

бака позволил идентифицировать 15 особей, несущих мутации в CYP82E10. Наиболее значимые из них 

представлены в табл. 2. Кроме того, на фиг. 1 выделены подчеркиванием измененные в результате мута-

ции нуклеотиды и аминокислотные остатки в этих растениях. Хотя в этих особях не обнаружены укора-

чивающие мутации, в нескольких случаях идентифицированы мутации, которые изменяют аминокислот-

ный остаток в высококонсервативной области фермента. Для определения воздействий конкретной му-

тации на активность фермента CYP82E10 применяли сайт-направленный мутагенез для интродукции 

специфических мутаций, которые соответствовали семи из девяти мутаций, представленных в табл. 2, в 
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кДНК CYP82E10 в дрожжевом экспрессионном векторе pYeDP60. Препараты микросом из штаммов 

дрожжей, экспрессирующих каждый из семи вариантов CYP82E10, анализировали in vitro в отношении 

никотиндеметилазной активности при использовании как ненасыщающей (2,45 мкМ), так и насыщающей 

(50 мкМ) концентрации [
14

С]-никотина. Результаты, полученные на основе анализов экспрессии в дрож-

жах, продемонстрировали, что мутации, обнаруженные в растениях 693, 817 и 1035, не изменяли фер-

ментативную активность, а мутации, обнаруженные в растениях 1041, 1512 и 2476, приводили к полной 

инактивации фермента. Мутация, обнаруженная в растении 1442, приводила к снижению активности на 

75% по сравнению с активностью фермента CYP82E10 дикого типа. 

Полученные с помощью тонкослойной хроматографии данные анализов in vitro, касающиеся экс-

прессии в дрожжах при наличии соответствующей мутации в растении 1041, представлены на фиг. 3. 

Указанная конкретная мутация была выбрана для более подробного изучения. Для дополнительного под-

тверждения того, что замена аминокислоты Pro на Ser в положении 381, которая соответствует мутации 

растения 1041, не совместима с функцией деметилирования никотина, именно эту мутацию интродуци-

ровали в кДНК CYP82E4v2, которую клонировали аналогичным образом в векторе pYeDP60. Результаты 

анализов этих дрожжей представлены в табл. 3. Замена на Ser Pro в положении 381, если она присутство-

вала в ферменте CYP82E10 или CYP82E4v2, приводила к полной элиминации никотиндеметилазной ак-

тивности в этом анализе. Важно отметить, что хотя активность ферментов CYP82E10 и CYP82E4v2 ди-

кого типа была сопоставима при использовании [
14

C]-никотина в не насыщающей концентрации  

(2,45 мкМ), при применении субстрата в концентрации 25 мкМ уровень синтеза [
14

C]-норникотина был 

примерно в три раза выше в препаратах микросом, содержащих фермент CYP82E10, чем в препаратах, 

содержащих CYP82E4v2. 

Таблица 2 

Обработанные ЭМС линии DH98-325-6, несущие мутации в гене CYP82E10 

 
а
 Нумерация относительно стартового кодона последовательности 

кДНК CYP82E10. 
б
 Относительно активности фермента дикого типа при экспрессии в 

дрожжах. 

Таблица 3 

Никотиндеметилазная активность ферментов CYP82E4v2 и CYP82E10,  

несущих мутацию 1041 (Pro381Ser) 

 
а
 Количество импульсов в минуту [

14
C]-норникотина/мг микросомального бел-

ка. 
б
 Стандартное отклонение, полученное при применении двух технических  

повторностей. 

Никотиндеметилазную активность клеток дрожжей, экспрессирующих CYP82E10 дикого типа и 

мутант 1041, анализировали также in vivo. Культуры дрожжей встряхивали в течение ночи в присутствии 

55 мкМ [
14

C]-никотина, экстрагировали метанолом и анализировали с помощью тонкослойной хромато-

графии. [
14

C]-Норникотин был обнаружен в экстрактах дрожжей, экспрессирующих CYP82E10 дикого 

типа, но он не был обнаружен в мутантной версии 1041 гена (данные не представлены). В целом, анализ 

экспрессии в дрожжах позволил предположить, что функция фермента CYP82E10 с большой вероятно-

стью полностью элиминируется при интродукции мутации 1041. 

Пример 3. Объединение мутантных аллелей cyp82е10, cyp82e4v2 и cyp82e5v2. 

С учетом того, что исходная мутация 1041 присутствует в генетическом фоне (DH98-325-6), кото-

рый соответствует как аллелю сильного конвертера CYP82E4v2, так и гену CYP82E5v2 дикого типа, 
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единственный путь точного анализа специфического вклада CYP82E10 в общее содержание норникотина 

в растении, предусматривал интродукцию мутации 1041 в растения табака, которые несли также приво-

дящие к "выключению" мутации CYP82E4v2 и CYP82E5v2. Для этой цели растения, гетерозиготные по 

мутации 1041 (e10E10), скрещивали с растениями, гетерозиготными по обеим описанным выше мутаци-

ям 775 и 1013 (е4Е4/е5Е5). Последние растения представляли собой потомков, полученных после скре-

щивания 775/1013//TN90/3/TN90/4/TN90. Растения поколения F1, гетерозиготные по всем трем мутациям 

никотиндеметилаз (е4Е4/е5Е5/e10Е10), идентифицировали путем молекулярного генотипирования и да-

вали самоопыляться. Молекулярное генотипирование применяли также для скрининга свыше 400 расте-

ний поколения F2 и затем группировали их в следующие генотипические классы: Е4Е4/Е5Е5/e10e10 (все-

го 3 растения); е4е4/Е5Е5/e10e10 (всего 4 растения); Е4Е4/е5е5/e10e10 (всего 5 растений) и 

e4e4/e5e5/e10e10 (всего 5 растений). 

Все указанные выше растения пересаживали и выращивали в полевых условиях на исследователь-

ской станции Upper Coastal Plains в г. Роки-Маунт, шт. Северная Каролина летом 2009 г. В этом опыт 

включали также два из тестированных в полевом опыте, проведенных в 2008 г., генотипов, которые 

представлены в табл. 1. В частности, для сравнения в опыт включали десять растений DH98-325-6, гомо-

зиготных только по мутации cyp82e4v2 (е4е4/Е5Е5/Е10Е10), и одиннадцать растений DH98-325-6, име-

ющих генотип, гомозиготный по двум мутациям е4е4/е5е5/Е10Е10. В опыт включали также в качестве 

контролей отдельные растения, произвольно отобранные из лота поступающих в продажу семян "слабо-

го конвертера" (TN90LC), особи DH98-325-6 дикого типа и растения из наиболее эффективных транс-

генных линий, у которых для подавления CYP82E4v2 использовали РНКi. После достижения растениями 

высоты в среднем 30 см (35 дней после пересадки) собирали листья, одинаково расположенные на стеб-

ле, обрабатывали этефоном и сушили на воздухе согласно протоколу, разработанному Jack и др., 2007. 

Содержание алкалоидов высушенного листового материала определяли с помощью газовой хроматогра-

фии согласно указанному протоколу. 

В табл. 4 и на фиг. 4 представлены результаты анализа алкалоидов, полученные при проведении 

полевого опыта в 2009 г. В соответствии с полученными ранее данными индивидуальная вызывающая 

"выключение" мутация cyp82e4v2 оказывала отрицательное воздействие на фенотип сильного конверте-

ра линии DH98-325-6, а также приводила к проявлению фенотипа, отличающегося существенно более 

низким уровнем накопления норникотина по сравнению с растениями, выращенными из поступающих в 

продажу семян TN90LC (уровень превращения 2,2% по сравнению с 7,1% соответственно). Как установ-

лено в полевом опыте, проведенном в 2008 г. (табл. 1), объединение мутации cyp82e5v2 с мутацией 

cyp82e4v2 не приводило к дальнейшему снижению содержания норникотина. Так, средний уровень пре-

вращения в растениях генотипа e4e4/E5E5/E10E10 был фактически ниже по сравнению с уровнем пре-

вращения в особях генотипа е4е4/е5е5/Е10Е10 (2,2% по сравнению с 2,3%), однако указанное небольшое 

различие оказалось статистически незначимым. Как и ожидалось, мутация сур82e10 не влияла на высо-

кий уровень норникотина, обусловленный активным геном CYP82E4v2, либо индивидуально (генотипы 

Е4Е4/Е5Е5/e10e10), либо в сочетании с мутантным аллелем cyp82e5v2 (генотипы Е4Е4/е5е5/e10e10) 

(фиг. 4А). Аналогично результатам, полученным для двойного мутанта cyp82e4v2 и cyp82e5v2 (табл. 1 и 

4), интродукция сур82e10 в генетический фон cyp82e4v2 не обладала эффективностью в отношении сни-

жения уровней норникотина по сравнению с уровнями, которые достигались при наличии только мута-

ции cyp82e4v2 (фиг. 4Б). Для генотипов е4е4/Е5Е5/e10e10 характерно превращение в среднем 1,85%, что 

статистически незначимо отличалось от среднего уровня превращения 2,2%, обнаруженного для особей, 

имеющих генотип е4е4/Е5Е5/Е10Е10 (Р = 0,235). 
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Таблица 4 

Профили алкалоидов в экспериментальном материале, которые оценивали в полевом опыте в 2009 г. Для 

оценки использовали листья, собранные через 35 дней после пересадки. Величины, выраженные в про-

центах, представляют собой средние значения 

 
а
 Числа в скобках обозначают общее количество проанализированных растений. 

б
 Нумерация относительно стартового кодона последовательности кДНК. 

в
 Проценты рассчитывали на основе сухой массы табака. 

г
 Процент превращения никотина определяли из уравнения [% норникотина/(% норникотина + % ни-

котина)]×100. 

Хотя мутации cyp82e5v2 и сур82e10 не приводили к значимому снижению содержания норникоти-

на в несущих cyp82e4v2 растениях, при объединении индивидуальных мутаций наличие всех трех мута-

ций никотиндеметилаз оказывало заметное действие. Превращение никотина в норникотин в несущих 

три мутации растениях (е4е4/е5е5/e10e10) составляло в среднем только 0,55%, т.е. процент фактически 

идентичен 0,54%, обнаруженному в трансгенной линии, полученной путем подавления с помощью РНКi 

(Р = 0,893; фиг. 4Б). Это представляет собой практически 3-кратное снижение превращения никотина по 

сравнению со снижением, опосредуемой только мутацией cyp82e4v2. Различия в проценте превращении 

никотина (и накоплении норникотина в процентах в пересчете на общую сухую массу) между генотипа-

ми е4е4/Е5Е5/Е10Е10 и е4е4/е5е5/e10e10 оказалось статистически высокозначимыми (Р < 0,0001). Ана-

логично результатам, полученным в исследовании опосредуемого РНКi-подавления превращения нико-

тина (Lewis и др., 2008), не является очевидным, что наличие нетрансгенного изменения активности ни-

котиндеметилаз в растении табака, может приводить к существенному изменению содержания минорных 

видов алкалоидов анатабина и анабазина. 

Влияние одновременного присутствия трех независимых мутаций генов никотиндеметилаз тести-

ровали также в полевом опыте, проведенном в вегетационный сезон в 2010 г. Для этого исследования 

осуществляли скрещивание полного генетического фона DH98-325-6 (в отличие от опыта, проведенного 

в 2009 г., в котором применяли также в качестве родителя TN90). И в этом исследовании применяли мо-

лекулярное генотипирование для создания каждой из возможных комбинаций, необходимых для опреде-

ления относительного вклада каждого локуса CYP82E в фенотип, касающийся норникотина. Получали 

данные о профилях алкалоидов в растениях табака, которые выращивали до стадии созревания и сушили 

согласно стандартной промышленной практике. Как видно из табл. 5, высокой уровень превращения ни-

котина (составляющий от 52,4 до 65,59%) обнаружен во всех генотипах, гомозиготных по гену 

CYP82E4v2 дикого типа (генотипы Е4Е4/Е5Е5/Е10Е10, Е4Е4/е5е5/Е10Е10, Е4Е4/Е5Е5/e10е10 и 

Е4Е4/е5е5/e10е10). В растениях, гомозиготных только по мутации cyp82e4v2 (e4e4/E5E5/E10E10), сред-

ний уровень превращения никотина в норникотин составлял 2,91%. 

Аналогично результатам, полученным в 2009 г., установлено, что воздействие мутаций cyp82E5v2 и 

сур82Е10 не было аддитивным и проявлялось только в случае, когда все три мутантных локуса накапли-

вались вместе. В растениях DH98-325-6 (е4е4/Е5Е5/e10е10) средние уровни превращения составляли 

2,89%, и в особях DH98-325-6 (е4е4/е5е5/Е10Е10) средние уровни превращения составляли 2,52%, т.е. 

эти значения не отличались статистически достоверно от уровней, обнаруженных при наличии только 

мутации cyp82e4v2. В противоположность этому, снижение уровня норникотина, обнаруженное в расте-

ниях с включающим три мутации генотипом DH98-325-6 (е4е4/е5е5/e10е10) (уровень превращения нико-

тина 1,11%) оказался в 2,6 раз ниже по сравнению с уровнем, обусловленным присутствием только му-

тации cyp82e4v2. Снижение уровня превращения никотина, связанное с наличие комбинации трех мута-

ций, оказалось статистически высоко значимым (Р<0,001) по сравнению с присутствием как только му-

тации cyp82e4v2, так и комбинации двух мутаций. 
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Таблица 5 

Профили алкалоидов для генотипов DH98-325-6, несущих различные комбинации мутаций в локусах 

CYP82E4v2 (E4), CYP82Ev25 (Е5) и CYP82E10 (E10). Данные представляют собой средние значения, 

полученные по пяти повторностям, и полученные с помощью анализа смеси, содержащей измельченные 

образцы четвертого и пятого листа, взятых с верхушки растения 

 
Процентное содержание алкалоидов рассчитывали на основе сухой массы. Процент превращения 

никотина определен из уравнения: [% норникотина/(% норникотина + % никотина)]×100. 

Заключение. 

На основе представленного и охарактеризованного в настоящем описании нового гена никотинде-

метилазы, CYP82E10, оказалось возможным разработать стратегию снижения уровней превращения ни-

котина (и, как следствие, снижения уровней норникотина) в листьях имеющих коммерческое значения 

высушенных на воздухе растений табака до уровней, которые ранее можно было получать только с ис-

пользованием подходов, основанных на применении трансгенов. Такая не основанная на применении 

ГМО технология может обеспечивать снижение уровней норникотина до уровня, близкого к уровню, 

который достигался с помощью основанных на применении трансгенов стратегий, при этом она обладает 

очень большим преимуществом, поскольку открывает пути создания сортов табака с ультранизким со-

держанием норникотина, обходя при этом значительные барьеры, ассоциированные с коммерциализаци-

ей трансгенных культур, такие как: (1) переговоры и оплата лицензионных пошлин за некоторые разре-

шенные технологии, требуемые для создания трансгенных растений; (2) необходимость избегать боль-

ших временных и обременительных материальных затрат, ассоциированных с нарушением регуляции 

трансгенных случаев; и (3) возможность получения отказа от продукта конечными потребителями, жиз-

ненная философия которых не допускает применение ГМО. Исследование, представленное в настоящем 

описании, представляет собой очень значительное достижение с позиций возможности снижения уров-

ней одного из наиболее хорошо известных сильных карциногенов, обнаруженного в табачных изделиях, 

по сравнению с описанными ранее стратегиями, не основанными на использовании ГМО, направленны-

ми на интродукцию мутаций только в ген CYP82E4v2 никотиндеметилазы (Julio и др., 2008; Xu и др., 

2007б) или объединенных мутаций CYP82E4v2 и CYP82E5v2 (Dewey и др., 2007). С помощью трансген-

ных технологий ранее продемонстрировано, что снижение уровней превращения никотина с ~2,6 до 

~0,5% в высушенных листьях приводит также к соответственному снижению NNN в листьях (Lewis и 

др., 2008). Следует ожидать также аналогичного снижения содержания NNN в листьях табака, содержа-

щих комбинацию трех мутаций (е4е4/е5е5/e10е10), представленную в настоящем описании. Хотя эта 

технология исходно была разработана для табака, предназначенного для сушки на воздухе, ее с успехом 

можно применять для сортов, которые предназначены для сушки на пару. По мере старения теплообмен-

ников их способность удалять газы NOx в процессе сушки на пару может снижаться. Кроме того, в со-

временных исследованиях установлено, что при хранении высушенных листьев может происходить об-

разование значительных количеств TSNA. Минимизация уровней норникотина посредством интродук-

ции комбинации трех мутантов в сорта, предназначенные для сушки на пару, может являться средством 

защиты от образования NNN либо в процессе хранения, либо в результате неэффективного теплообмена 

в процессе сушки. 
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Ссылки 
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Целый ряд модификаций и других вариантов осуществления представленного в настоящем описа-

нии изобретения должен стать очевидным для специалиста в области, к которой относится данное изо-
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бретение, после ознакомления с его преимуществами, изложенными в приведенном выше описании, и 

прилагаемыми чертежами. Таким образом, следует понимать, что объем изобретения не ограничен кон-

кретными представленными в настоящем описании вариантами изобретения и под объем перечисленных 

вариантов осуществления изобретения и прилагаемой формулы изобретения подпадают также модифи-

кации и другие варианты осуществления изобретения. Хотя в настоящем описании использованы кон-

кретные понятия, они применяются только в их общем и описательном смысле и не направлены на огра-

ничение объема изобретения. 

Все процитированные в описании публикации и заявки на патент отражают уровень техники, из-

вестный специалистам в области, к которой относится настоящее изобретение. Все публикации и заявки 

на патент включены в настоящее описание в качестве ссылки в той же самой степени, как если бы было 

указано, что каждая индивидуальная публикация или заявка на патент была конкретно и индивидуально 

включена в качестве ссылки. 

Перечень последовательностей 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Растение или часть растения табака, имеющие пониженный уровень содержания норникотина и 

содержащие мутацию в гене, который кодирует никотиндеметилазу CYP82E10, аминокислотная после-

довательность которой по меньшей мере на 98% идентична последовательности SEQ ID NO: 2, причем 

указанная мутация приводит к замене аминокислотного остатка в последовательности никотиндеметила-

зы CYP82E10 в положениях, соответствующих положениям 79, 107, 381 или 419 SEQ ID NO: 2, и где 

указанная замена выбрана из группы, состоящей из: 

a) замены серином остатка глицина в положении 79; 

b) замены серином остатка пролина в положении 107; 

c) замены серином остатка пролина в положении 381; 

d) замены серином остатка пролина в положении 419 и 

e) любой их комбинации. 

2. Растение или часть растения табака по п.1, где указанная никотиндеметилаза CYP82E10 имеет 

аминокислотную последовательность, выбранную из SEQ ID NO: 2, 5-8 и 9. 

3. Растение или часть растения табака по любому из пп.1 или 2, дополнительно включающие мута-

цию в гене, кодирующем никотиндеметилазу CYP82E4, аминокислотная последовательность которой по 

меньшей мере на 98% идентична последовательности SEQ ID NO: 14, причем указанная мутация приво-

дит к замене аминокислотного остатка в последовательности никотиндеметилазы CYP82E4 в положени-

ях, соответствующих положениям 329, 364, 376, 381 или 458 SEQ ID NO: 14, и где указанная замена вы-

брана из группы, состоящей из: 

a) замены стоп-кодоном остатка триптофана в положении 329; 

b) замены аспарагином остатка лизина в положении 364; 

c) замены метионином остатка валина в положении 376; 

d) замены серином остатка пролина в положении 381; 

e) замены серином остатка пролина в положении 458 и 

f) любой их комбинации. 

4. Растение или часть растения табака по п.3, где указанная никотиндеметилаза CYP82E4 имеет 

аминокислотную последовательность, выбранную из SEQ ID NO: 14-19 и 20. 

5. Растение или часть растения табака по любому из пп.1-4, дополнительно содержащие мутацию в 

гене, кодирующем никотиндеметилазу CYP82E5, аминокислотная последовательность которой по мень-

шей мере на 98% идентична последовательности SEQ ID NO: 26, причем указанная мутация приводит к 

замене аминокислотного остатка в последовательности никотиндеметилазы CYP82E5 в положениях, со-

ответствующих положениям 422 или 449 SEQ ID NO: 26, и где указанная замена выбрана из группы, со-
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стоящей из: 

a) замены стоп-кодоном остатка триптофана в положении 422; 

b) замены лейцином остатка пролина в положении 449 и 

c) любой их комбинации. 

6. Растение или часть растения табака по п.5, где указанная никотиндеметилаза CYP82E5 имеет 

аминокислотную последовательность, выбранную из SEQ ID NO: 26-31 и 32. 

7. Растение или часть растения табака по любому из пп.1-6, где растение или часть растения табака 

является гомозиготным/гомозиготной по указанной мутации. 

8. Растение или часть растения табака по п.7, где указанная никотиндеметилаза CYP82E10 содер-

жит замену аминокислотного остатка в положении, соответствующем положению 381 SEQ ID NO: 2, 

указанная никотиндеметилаза CYP82E4 содержит замену аминокислотного остатка в положении, соот-

ветствующем положению 329 SEQ ID NO: 14, и указанная никотиндеметилаза CYP82E5 содержит заме-

ну аминокислотного остатка в положении, соответствующем положению 422 SEQ ID NO: 26, где указан-

ная замена выбрана из группы, состоящей из: 

а) замены серином остатка пролина в положении 381; 

б) замены стоп-кодоном остатка триптофана в положении 329; 

в) замены стоп-кодоном остатка триптофана в положении 422 и 

г) любой их комбинации. 

9. Растение или часть растения табака по любому из пп.1-8, где в указанном растении или его части 

менее 1,5% никотина превращается в норникотин. 

10. Растение или часть растения табака по п.9, где в указанном растении или его части не более 

0,5% никотина превращается в норникотин. 

11. Растение или часть растения табака по любому из пп.1-10, где указанное растение табака пред-

ставляет собой растение темного табака. 

12. Растение или часть растения табака по любому из пп.1-11, где указанное растение табака пред-

ставляет собой растение, предназначенное для сушки на пару, воздушной сушки или огневой сушки. 

13. Растение или часть растения табака по любому из пп.1-10, где указанное растение табака пред-

ставляет собой Бёрли, Вирджинию или Ориентальный (восточный) табак. 

14. Семя растения табака по любому из пп.1-13. 

15. Потомство растения табака по любому из пп.1-13. 

16. Табачный продукт, изготовленный из растения или части растения табака по любому из пп.1-13. 

17. Табачный продукт по п.16, выбранный из группы, состоящей из биоразлагаемого наполнителя, 

сигареты, сигариллы, невентилируемой сигареты с фильтром, вентилируемой папиросы с фильтром, си-

гары, трубочного табака, нюхательного табака, жевательного табака, жевательной резинки, пастилки для 

рассасывания и растворимой пластинки. 

18. Способ снижения онкогенного потенциала табачного продукта, включающий приготовление та-

бачного продукта из растения или части растения табака по любому из пп.1-13. 

19. Способ снижения уровня норникотина или снижения уровня превращения никотина в норнико-

тин в растении или части растения табака, включающий введение мутации в ген никотиндеметилазы ука-

занного растения или его части, кодирующий никотиндеметилазу CYP82E10, где указанная никотинде-

метилаза CYP82E10 имеет аминокислотную последовательность, по меньшей мере на 98% идентичную 

последовательности SEQ ID NO: 2, причем указанная мутация приводит к замене аминокислотного ос-

татка в последовательности никотиндеметилазы CYP82E10 в положениях, соответствующих положени-

ям 79, 107, 381 или 419 SEQ ID NO: 2, и где указанная замена выбрана из группы, состоящей из: 

i) замены серином остатка глицина в положении 79; 

ii) замены серином остатка пролина в положении 107; 

iii) замены серином остатка пролина в положении 381; 

iv) замены серином остатка пролина в положении 419 и 

v) любой их комбинации. 

20. Способ по п.19, дополнительно включающий введение мутации в ген никотиндеметилазы ука-

занного растения, кодирующий никотиндеметилазу CYP82E4, аминокислотная последовательность ко-

торой по меньшей мере на 98% идентична последовательности SEQ ID NO: 14, причем указанная мута-

ция приводит к замене аминокислотного остатка в последовательности никотиндеметилазы CYP82E4 в 

положениях, соответствующих положениям 329, 364, 376, 381 или 458 SEQ ID NO: 14, и где указанная 

замена выбрана из группы, состоящей из: 

i) замены стоп-кодоном остатка триптофана в положении 329; 

ii) замены аспарагином остатка лизина в положении 364; 

iii) замены метионином остатка валина в положении 376; 

iv) замены серином остатка пролина в положении 381; 

v) замены серином остатка пролина в положении 458 и 

vi) любой их комбинации. 

21. Способ по п.19 или 20, дополнительно включающий введение мутации в ген никотиндеметила-
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зы указанного растения, кодирующий CYP82E5 никотиндеметилазу, аминокислотная последователь-

ность которой по меньшей мере на 98% идентична последовательности SEQ ID NO: 26, причем указан-

ная мутация приводит к замене аминокислотного остатка в последовательности никотиндеметилазы 

CYP82E5 в положениях, соответствующих положениям 422 или 449 SEQ ID NO: 26, и где указанная за-

мена выбрана из группы, состоящей из: 

i) замены стоп-кодоном остатка триптофана в положении 422; 

ii) замены лейцином остатка пролина в положении 449 и 

iii) любой их комбинации. 

22. Способ по любому из пп.19-21, где указанная никотиндеметилаза CYP82E10 имеет аминокис-

лотную последовательность, выбранную из SEQ ID NO: 2, 5-8 и 9. 

23. Способ по любому из пп.19-22, в котором указанная никотиндеметилаза CYP82E4 имеет амино-

кислотную последовательность, выбранную из SEQ ID NO: 14-19 и 20. 

24. Способ по любому из пп.19-23, в котором указанная никотиндеметилаза CYP82E5 имеет амино-

кислотную последовательность, выбранную из SEQ ID NO: 26-31 или 32. 

25. Способ по любому из пп.19-24, в котором указанное растение или часть растения табака являет-

ся гомозиготным/гомозиготной по указанной мутации. 

26. Способ по любому из пп.19-25, в котором указанные мутации вводят посредством скрещивания. 

27. Способ по любому из пп.19-26, в котором указанное растение табака представляет собой расте-

ние темного табака. 

28. Способ по любому из пп.19-26, в котором указанное растение табака представляет собой расте-

ние, предназначенное для сушки на пару, воздушной сушки или огневой сушки. 

29. Способ по любому из пп.19-26, в котором указанное растение табака представляет собой Бёрли, 

Вирджинию или Ориентальный (восточный) табак. 

30. Способ идентификации растения табака с низкими уровнями норникотина, включающий скри-

нинг образца ДНК из представляющего интерес растения табака на присутствие мутации в гене, коди-

рующем никотиндеметилазу CYP82E10, раскрытую в любом из пп.1-10, где указанный ген включает по-

следовательность нуклеиновой кислоты SEQ ID NO: 1 или 3. 

31. Способ по п.30, в котором указанное растение табака обладает неконвертируемым фенотипом. 

32. Способ по п.30 или 31, в котором указанный скрининг осуществляют с использованием после-

довательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 1, 3, 35-37 и 38. 

33. Способ по любому из пп.30-32, дополнительно включающий скрининг образца ДНК из пред-

ставляющего интерес растения табака, в отношении присутствия мутации в гене, кодирующем никотин-

деметилазу CYP82E4, определенную в п.3, присутствия мутации в гене, кодирующем никотиндеметилазу 

CYP82E5, определенную в п.5, или присутствия комбинации указанных мутаций. 

34. Выделенный полипептид никотиндеметилазы CYP82E10, содержащий аминокислотную после-

довательность, выбранную из группы, состоящей из: 

а) аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 2, 5-12 или 13; 

б) аминокислотной последовательности, которая по меньшей мере на 98% идентична аминокислот-

ной последовательности SEQ ID NO: 2, 5-12 или 13; и 

в) аминокислотной последовательности, которая представляет собой фрагмент аминокислотной по-

следовательности SEQ ID NO: 2, 5-12 или 13, где указанный фрагмент содержит по меньшей мере 115 

смежных остатков аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 2, 5-12 или 13; 

где указанная аминокислотная последовательность содержит мутацию, определенную в п.1. 

35. Выделенный полинуклеотид, кодирующий полипептид по п.34, содержащий нуклеотидную по-

следовательность, выбранную из группы, состоящей из: 

а) нуклеотидной последовательности SEQ ID NO: 1, 3 или 4; 

б) нуклеотидной последовательности, которая содержит фрагмент по меньшей мере из 900 смеж-

ных нуклеотидов SEQ ID NO: 1, 3 или 4; 

в) нуклеотидной последовательности, которая по меньшей мере на 98% идентична на всем протя-

жении последовательности SEQ ID NO: 1; 

г) нуклеотидной последовательности, которая комплементарна последовательности по одному из 

предыдущих подпунктов (а)-(в), 

где нуклеотидная последовательность не кодирует полипептид, включающий аминокислотную по-

следовательность SEQ ID NO: 2. 

36. Растение или часть растения табака, гомозиготное/гомозиготная по мутации в гене, который ко-

дирует никотиндеметилазу CYP82E10, в гене, который кодирует никотиндеметилазу CYP82E4, и в гене, 

который кодирует никотиндеметилазу CYP82E5, где указанная мутация приводит к пониженной экс-

прессии или функции указанной никотиндеметилазы CYP82E10, CYP82E4 и CYP82E5, где: 

а) указанная никотиндеметилаза CYP82E10 имеет аминокислотную последовательность, по мень-

шей мере на 98% идентичную последовательности SEQ ID NO: 2, и указанная мутация приводит к заме-

не аминокислотного остатка в последовательности никотиндеметилазы CYP82E10 в положениях, соот-

ветствующих положениям 79, 107, 381 или 419 SEQ ID NO: 2, и где указанная замена выбрана из группы, 
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состоящей из: 

i) замены серином остатка глицина в положении 79; 

ii) замены серином остатка пролина в положении 107; 

iii) замены серином остатка пролина в положении 381; 

iv) замены серином остатка пролина в положении 419 и 

v) любой их комбинации; 

б) указанная никотиндеметилаза CYP82E4 имеет аминокислотную последовательность, по меньшей 

мере на 98% идентичную последовательности SEQ ID NO: 14, и указанная мутация приводит к замене 

аминокислотного остатка в последовательности никотиндеметилазы CYP82E4 в положениях, соответст-

вующих положениям 329, 364, 376, 381 или 458 SEQ ID NO: 14, и где указанная замена выбрана из груп-

пы, состоящей из: 

i) замены стоп-кодоном остатка триптофана в положении 329; 

ii) замены аспарагином остатка лизина в положении 364; 

iii) замены метионином остатка валина в положении 376; 

iv) замены серином остатка пролина в положении 381; 

v) замены серином остатка пролина в положении 458 и 

vi) любой их комбинации; 

в) указанная никотиндеметилаза CYP82E5 имеет аминокислотную последовательность, по меньшей 

мере на 98% идентичную последовательности, представленной в SEQ ID NO: 26, и указанная мутация 

приводит к замене аминокислотного остатка в последовательности никотиндеметилазы CYP82E5 в по-

ложениях, соответствующих положениям 422 или 449 SEQ ID NO: 26, и где указанная замена выбрана из 

группы, состоящей из: 

i) замены стоп-кодоном остатка триптофана в положении 422; 

ii) замены лейцином остатка пролина в положении 449 и 

iii) любой их комбинации. 
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