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VHIID, PFYRE і SAW, а також два LHR-повтори, 
NLS-мотив (Nuclear localized signal) та SH2-по-
дібний домен. За будовою GRAS-домену рос-
линоспецифічні GRAS-білки схожі зі специфіч-
ними STAT-білками тварин – трансдукторами 
сигналу та активаторами транскрипції, які зв’я-
зуються з ДНК [9, 10].

Підродина регуляторних DELLA-білків 
відноситься до GRAS-родини рослинних тран-
скрипційних регуляторів [11]. Назва цієї підро-
дини походить від висококонсервативного амі-
нокислотного DELLA-мотиву (Asp-Glu-Leu-Leu-
Ala) в їхньому N-кінцевому домені. Властивості 
DELLA-білків описано в україномовному огляді 
[1].

У складі DELLA-білків рослин виділяють 
два великих модуля: N-кінцевий регуляторний 
гіберелін-сигнальний DELLA-домен і С-кінце-
вий функціональний GRAS-домен, які відпо-
відають ~25 % і ~75 % розміру білка відповід-
но. DELLA-домен характеризується наявністю 
трьох консервативних амінокислотних моти-
вів – DELLA, LExLE і VHYNP. Мотиви DELLA 
і VHYNP є необхідними для зв’язування рецеп-
тора гібереліну GID1 і наступного ГК-залежного 
убіквітинування і протеолізу DELLA-білків [12].

Будову мономера DELLA-білків представ-
лено на прикладі Ta-RHT1, який є типовим пред-
ставником DELLA-підродини GRAS-родини біл-
ків (рис. 1). До складу двох основних доменів 
входять консервативні структурні субдомени, які 
позначаються в літературі за присутніми в них 
консервативними амінокислотними мотивами, а 
також ділянки, сайти, мотиви й окремі залишки з 
пост-трансляційними модифікаціями.

Мутантні варіанти DELLA-білка Reduced 
height protein 1 (RHT-1) пшениці T. aestivum, які 
кодуються алелями Rht-B1b і Rht-D1b, пов’яза-
ні із зміненою відповіддю на рослинний гормон 
росту гіберелін і відповідно з коротшим стеблом 

Інтенсивні дослідження молекулярних ме-
ханізмів росту рослин та їх регуляції є важливи-
ми для створення нових високоврожайних сортів 
пшениці. Короткостеблові сорти пшениці в пев-
них умовах дають збільшення врожайності зерна 
та є стійкими до полягання. Причина полягає в 
зниженій відповіді цих сортів на фітогормон рос-
ту гіберелін, що пов’язано з мутантними алелями 
карликовості в одному з двох локусів Rht-B1 або 
Rht-D1 [1]. Ці гени короткостебловості були вве-
дені у геноми багатьох сортів пшениці у селек-
ційних програмах за допомогою звичайних схре-
щувань.

Фітогормони гібереліни (ГК) є родиною те-
трациклічних дітерпеноїдних рослинних гормо-
нів, які стимулюють подовження стебла, проро-
стання і перехід від вегетативного росту до цві-
тіння. У вищих рослин є декілька позитивних і 
негативних регуляторів сигнальних шляхів гібе-
реліну (ГК-сигналінгу).

GRAS-білки належать до родини росли-
носпецифічних регуляторів транскрипції генів і 
регулюють різні аспекти росту і розвитку рослин 
в якості репресорів ГК-сигналінгу [2]. Ці білки 
містять консервативний C-кінцевий GRAS-до-
мен, назва якого походить від перших трьох іден-
тифікованих білків-членів цієї родини, які скла-
даються з 400–700 а.з. і здебільшого локалізова-
ні у ядрі клітини. GRAS-білки грають важливу 
роль у розвитку паростків та коренів рослин, 
відповіді на ГК-сигналінг та трансдукції сигна-
лів фітохрому-А, а також беруть участь у стій-
кості рослин до хвороб, біотичних та абіотич-
них стресів [3, 4]. GRAS-білки ідентифіковані 
більше ніж у 30 видів однодольних і дводоль-
них рослин понад 20 родів [5–8]. GRAS-білки 
мають варіабельний N-кінець і консервативний 
С-кінцевий функціональний GRAS-домен, який 
містить специфічні консервативні послідовності 
[2]. У складі GRAS-домену виділяють субдомени 
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механізм впливу N-кінцевої делеції M1–E64 на 
структуру і функцію Ta-RHT1.

Матеріали і методи
Амінокислотні послідовності білків отри-

мано з баз даних UniProtKB і NCBI/Protein. Мно-
жинне співставлення амінокислотних послідов-
ностей проведено веб-сервером Clustal Omega 
1.2.1 [13]. BLAST-пошук гомологів Ta-RHT1 
проведено за базою даних консервативних до-
менів білків Conserved Domain Database (CDD) 
[14], InterPro 54.0, Pfam, PANTHER і PROSITE. 
Передбачення coiled-coil ділянок і NLS-моти-
вів проведено за веб-серверами COILS [15]. Тип 
просторової згортки окремих доменів визначено 
за базами даних SCOP (Structural Classification of 
Proteins).

Передбачення доменної і вторинної струк-
тури повнорозмірних білків дикого типу, а та-
кож моделювання просторової структури кожно-
го структурного домену проведено веб-сервером 

рослини та стійкістю до вилягання. Ці мутантні 
варіанти є вкороченими з N-кінця на 64 а.з. зав-
дяки точковим мутаціям, які призводять до утво-
рення стоп-кодону в DELLA-домені [9] (рис. 1). 
Імовірно, трансляція мутантної мРНК відновлю-
ється на одному з наступних старт-кодонів, які 
відповідають M65, M67 і M69 [9].

Порівняно до DELLA-білка дикого типу ця 
N-кінцева делеція M1–E64 ушкоджує еволюцій-
но консервативний N-кінцевий гіберелін-сиг-
нальний DELLA-домен, що робить мутантні 
білки RHT1 стійкими до ГК-індукованої дегра-
дації [9]. Проте вплив цієї мутації на структуру 
Ta-RHT1 на його взаємодії з білками-партнерами 
вивчено недостатньо. 

Метою нашої роботи є моделювання про-
сторової структури окремих доменів повнороз-
мірного білка Ta-RHT1 дикого типу і його вко-
роченого мутантного варіанта, структурний ана-
ліз відомих функціонально важливих ділянок і 
мотивів цих білків та можливий молекулярний 

Рис. 1. Доменна структура Ta-RHT1. A. В складі Ta-RHT1 ділянка G15–P112 відповідає DELLA-домену, а 
ділянка ~A230–W618 відповідає С-кінцевому GRAS-домену. GRAS-домен є консервативним у всіх членів ро-
дини GRAS-білків. Представлено консервативні домени, субдомени і мотиви DELLA-білків. DELLA-білки мі-
стять унікальний N-кінцевий DELLA-домен з двома високо консервативними мотивами DELLA і VHYNP, а та-
кож еволюційно дивергентну неструктуровану Poly(S/T) ділянку (ділянка, збагачена залишками серину і тре-

оніну, Ser і Thr)



ISSN 2219-3782. Фактори експериментальної еволюції організмів. 2016. Том 19  219

Комп’ютерне моделювання просторової структури білка-модулятора гіберелінової відповіді RHT-1 Triticum aestivum L. ...

38–114) а.з. відноситься до родини «DELLA 
superfamily». Відповідні записи для інших баз да-
них: InterPro IPR030006/TF_DELLA і IPR021914/
TF_DELLA_N; Pfam PF12041/DELLA; 
CDD CDD:256813; PANTHER PTHR31636:SF47 
і PTHR31636:SF50; PANDIT PF12041; Pseudofam 
PF12041.

Структурно невпорядковані ділянки. 
У структурі Ta-RHT1 присутні ділянки з низькою 
амінокислотною консервативністю, які, ймовір-
но, збігаються з ділянками підвищеної структур-
ної невпорядкованості. До них належать: біль-
ша частина N-кінцевого домену, невелика ділян-
ка між DELLA- і VHYNP-субдоменами, велика 
за розміром (N110–G231, ~122 а.з.) ділянка між 
DELLA- і LHR1-доменами, тобто між основни-
ми DELLA- і GRAS-доменами, невеликі ділян-
ки після LHR1- і LHR2-субдоменів, ділянка все-
редині PFYRE-домену і невелика С-кінцева ді-
лянка. Можна припустити, що основні DELLA- і 
GRAS-домени з’єднані великим за розміром і 
гнучким міждоменним лінкером із частково не-
впорядкованою просторовою структурою.

Вторинна структура та інші властивості 
ta-RHT1, передбачені з амінокислотної послі-
довності. Вторинна структура Ta-RHT1, яку пе-

Robetta [16]. Незалежне моделювання просторо-
вої структури повнорозмірних білків проведено 
веб-сервером I-TASSER [17], який використовує 
інший алгоритм пошуку структурних шаблонів, 
та веб-сервером Swiss-Model [18]. Візуалізацію 
просторових структур доменів і білків проведе-
но за пакетами програм UCSF Chimera 1.11 [19] і 
PyMOL 1.7.6.0 [20].

Результати та обговорення
У складі Ta-RHT1 (UniProt код Q9ST59) при-

сутні всі консервативні мотиви DELLA-білків: 

38DELLA42, 60LExLE64, 91VHYNP95, 338VHVVD342 
(варіант мотиву VHIID), 443MHRLL447, (варіант 
мотиву LxxLL) і 616SAW618. BLAST-пошук го-
мологів Ta-RHT1, проведений проти консер-
вативних доменів із декількох баз даних біл-
кових родин і доменів, виявляє обидва моду-
лі GRAS і DELLA (рис. 2 А). Велика С-кінцева 
ділянка ~233–617 а.з. (межі за Pfam 234–619, 
~62 % розміру білка) відноситься до родини 
“GRAS superfamily”. Відповідні записи для ін-
ших баз даних: InterPro IPR005202/TF_GRAS; 
Pfam PF03514/GRAS; CDD CDD:252005; 
PANTHER PTHR31636:SF7 і PROSITE PS50985/
GRAS; PANDIT PF03514; Pseudofam PF03514. 
N-кінцева ділянка G15–P112 (границі за Pfam 

Рис. 2. Передбачення доменної і вторинної структури Ta-RHT1. А. Графічне представлення результатів NR 
PSI-BLAST співставлень з веб-сервером Robetta. Позначено границі 6 передбачених структурних доменів і 
вторинну структуру. Б. Доменна структура, структурно-невпорядковані ділянки та вторинна структура. Перед-
бачені чотири невпорядковані ділянки (disordered, 29% від 623 а.з.) позначено символом ‘x’. елементи вторин-
ної структури позначено як: H, α-/310-спіралі; E/S, β-тяжі; C, нерегулярна конформація (coil). В. Передбачення 

нормалізованого B-фактору від I-TASSER
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мену. Для кожної ділянки обрано структурний 
шаблон і отримано модельні просторові струк-
тури за гомологією. Знайдені структурні шабло-
ни (PDB ID: 4KIB:B і 1VL5:A) є бактеріальними 
SAM-залежними метилтрансферазами [21]. Дея-
кі з визначених структурних ділянок збігаються 
з межами субдоменів DELLA-GRAS-білків, опи-
саними в науковій літературі (рис. 1).

Найбільша за розміром ділянка A333–W618 
(286 а.з.) Ta-RHT1 охоплює 9 передбачених β-тя-
жів, які перемежовуються α-спіралями, і від-
повідає, імовірно, SAM-MT-згортці або згорт-
ці Росмана, в яку інтегровано два додаткових 
інсерційних домени, як це характерно для бага-
тьох SAM-MT. Перший у послідовності β1-тяж 
SAM-MT-згортки припадає на V338–D342 і пов-
ністю збігається з VHIID-мотивом.

Модельна структура DELLA-домену ta-
RHT1. Для DELLA-домену Ta-RHT1 побудова-
на повноатомна модельна просторова структура 
з використанням структурного шаблону 2ZSH:B 
за веб-серверами I-TASSER і Robetta (M1–P113, 
113 а.з. і 1550 атомів та Q11–G126 а.з., 116 а.з. 
і 1732 атомів включно з Н-атомами відповідно). 

редбачено з Robetta (PsiPred), нараховує всього 
~17 α-спіралей і 9 β-тяжів, а також 4 структур-
но-невпорядковані ділянки: M1–D38, P112–R233, 
L263–G268 і Q292–A300, дві з яких є великими 
за розміром і збігаються з ділянками f1 і f3, а та-
кож з першою половиною ділянки f4 (рис. 3 Б). 
Незалежно передбачена вторинна структура Ta-
RHT1 з I-TASSER (PSSpred) добре збігається з 
наведеною вище. Всього передбачено 20 α-спіра-
лей (із них 5 коротких) і 10 β-тяжів (із них 2 ко-
ротких) (рис. 3 Б). Розбіжності між передбачен-
нями PsiPred і PSSpred позначено сірим фоном 
(рис. 3 Б). Консервативний мотив 38DELLA42 при-
падає на середину α-спіралі Н2, мотив 91VHYNP95 
відповідає короткій петлі між двома α-спіралями, 
мотив 338VHVVD342 збігається з β-тяжом е2, і мо-
тив 416SAW418 припадає на кінець β-тяжу е10.

ділянки доменної структури ta-RHT1, 
передбачені з Robetta. Проведено передбачення 
доменної структури з веб-сервером Robetta (рис. 
3 А, Б). У складі Ta-RHT1 за результатами двох 
методів (Ginzu 1 і 2) передбачено наявність ше-
сти структурних ділянок (f1–f6), з яких f1 і f2 від-
повідають DELLA-домену, а f3–f6 – GRAS-до-

Рис. 3. Передбачена модель просторової структури Ta-RHT1. Модель просторової структури мономера Ta-
RHT1 побудована за гомологією за допомогою сервера I-TASSER. Отримана модель m2 є компактною і до-

статньо реалістичною
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ся вставка 2, наприклад, у 4KIB:A вона відсутня, 
а у 1VL5:A її розмір становить ~50 а.з.

У GRAS-домені Ta-RHT1 присутні вставка 
1 між β5 і H5 та вставка 2 між β6 і β7-тяжами, що 
ускладнює співставлення DELLA-білків рослин 
із структурними шаблонами SAM-MT. Проблема 
вибору структурного шаблону (або декількох ша-
блонів) для відносно невеликого домену полягає 
у необхідності порівняти не лише їхні корові ді-
лянки, а й по всій довжині, включаючи співстав-
лення також для β6- і β7-тяжів та вставок 1 і 2. 

Моделювання GRAS-домен сервером 
I-TASSER. Проведено незалежне моделюван-
ня GRAS-домену Ta-RHT1 (A213–P623, 411 а.з.) 
з I-TASSER за заданим структурним шаблоном 
4KIB:A. З амінокислотної послідовності перед-
бачено 9 β-тяжів, 13 α-спіралей і три 310-спіра-
лі. На α-спіральної ділянці L234–F332 присутні 
5 довгих α-спіралей, а для ділянки R337–W618 
передбачено чергування β-тяжів і α-спіралей, ха-
рактерне для згортки SAM-MT.

Модельні просторові структури окремих 
доменів ta-RHT1 від Robetta. Для шести пе-
редбачених структурних ділянок Ta-RHT1 запро-
поновано структурні шаблони і побудовано мо-
дельні просторові структури. Моделювання кож-
ної ділянки з перекриттям сусідніх ділянок на 
4–6 а.з. проведено веб-сервером незалежно і по-
слідовно. Для кожної змодельованої ділянки f1–
f6 отримано по п’ять компактних альтернатив-
них модельних структур.

Усі ділянки мають глобулярні і достатньо 
компактні модельні структури. Найменша N-кін-
цева f1 (M1–E35, 35 а.з.) передбачена як струк-
турно невпорядкована, однак має дві α-спіралі 
(коротку і довгу). Консервативний DELLA-до-
мен f2 (E36–A111) має α-спіральний тип і містить 
чотири α-спіралі (2 короткі і 2 довгі), які при-
сутні і в кристалографічній структурі шаблону 
(2ZSH:B). Ділянка f3 (P112–G197) є структур-
но невпорядкованою і має 2 або 3 короткі спіра-
лі, а її моделювання є найбільш проблемним. Ця 
ділянка з’єднує більш структуровані DELLA- і 
GRAS-домени.

Функціонально важливі елементи ta-
RHT1. В LHR1-домені знаходиться сигнал ядер-
ної локалізації NLS R272–R288 для Ta-RHT1, а 
також ділянка димеризації. В SH2-подібному до-
мені PFYRE-домену Ta-RHT1 знаходиться кон-
сервативний залишок аргініну R485. В SAW-до-
мені Ta-RHT1 знаходиться консервативний за-
лишок тирозину Y594, який, імовірно, може 
фосфорилуватися. Вірогідно, ці залишки є функ-

В структурі цих DELLA-доменів присутні чоти-
ри α-спіралі. Серед кращих можливих структур-
них шаблонів, які знайдено в якості структур-
них шаблонів для GRAS-домену веб-серверами 
Robetta і I-TASSER, знаходяться кристалографіч-
ні структури SAM-MT з трьох бактерій і дріж-
джів (PDB-коди: 4KIB:А, 1VL5:A, 4OBX:A і 
4UY7:A). Кристалографічна структура 4KIB, зо-
крема, відповідає гомодимеру метилтрансфера-
зи Streptomyces hygroscopicus в комплексі з S-а-
денозил-L-гомоцистеїном і метилфенилпируват-
ною кислотою.

Додатково нами проаналізовано структу-
ри  п’яти SAM-MT, які співставлено з GRAS-до-
меном рослин у роботі [21] (PDB коди: 1IM8:A, 
1X19:A, 3GWZ:A, 3OU2:A і 2AOT:A). Просторо-
ві структури всіх цих дев’яти SAM-MT містять 
консервативну просторову згортку, яка охоплює 
варіабельні інсерційні елементи. Більшість цих 
кристалографічних структур є гомодимерами або 
поєднанням гомодимерів, як і передбачений стан 
GRAS-білків рослин. Співставлення порядку пе-
редбачених елементів вторинної структури Ta-
RHT1 з вторинною структурою дев’яти наведе-
них SAM-MT демонструє добре співпадіння всіх 
консервативних елементів SAM-MT згортки.

Субодиниці дев’яти наведених SAM-MT 
сформовані SAM-MT-згорткою з основним β-ша-
ром з семи β-тяжів, який має консервативну про-
сторову структуру (рис. 3 А). β-тяжі йдуть у по-
рядку 3-2-1-4-5-7-6 і є паралельними, за винятком 
β7-тяжу, який є антипаралельним і знаходить-
ся безпосередньо біля С-кінця білка. На початку 
SAM-MT-згортки знаходиться α-спіраль Н1, при-
сутність якої є характерною для SAM-MT. Тяжі 
β3 і β4 з’єднані петлею, яка може містити 310-спі-
раль або ще одну додаткову α-спіраль. α-спіралі 
H1–H3 знаходяться з одного боку від β-шару, а 
H4 і H5 – з іншого боку. Між β4-тяжем і Н4-спі-
раллю знаходиться консервативна 310-спіраль, 
присутність якої в GRAS-домені свідчить на ко-
ристь SAM-MT-згортки. У всіх проаналізованих 
SAM-MT для корової ділянки H1–β5 характерна 
відсутність вставок, однак є певні варіації в роз-
мірах α-спіралей, β-тяжів та з’єднуючих петель, і 
цю ділянку можна співставити з GRAS-доменом 
Ta-RHT1. У складі різних SAM-MT між β5-тяжем 
і H5-спіраллю, як правило, знаходиться встав-
ка 1 (інсерційний домен), яка є варіабельною 
за розміром і має різну топологію (α-спіральна, 
β-складчаста або змішана α/β-структура). Напри-
клад, у 4KIB:A і 1VL5:A її розмір становить ~27 і 
25 а.з. Між β6 і β7-тяжами іноді може знаходити-
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структурного шаблону використано SAM-залеж-
ні метилтрансферази. Проаналізовано структур-
ні особливості функціональних ділянок і консер-
вативних мотивів та передбачено функціональні 
сайти і амінокислотні залишки. Консервативний 
залишок тирозину Y594 в SAW-домені, імовірно, 
може фосфорилуватися та забезпечувати регуля-
цію активності білка Ta-RHT1. N-кінцева делеція 
M1–E64 Ta-RHT1, пов’язана із зміненою відпо-
віддю на гормон росту гіберелін і, відповідно, з 
коротшим стеблом пшениці та її стійкістю до ви-
лягання, призводить до втрати характерних амі-
нокислотних мотивів 38DELLA42 та 60LExLE64. 
Оскільки мотив 38DELLA42  є необхідним для 
зв’язування рецептора гібереліну, очевидно, що 
результатом мутації є порушення специфічного 
зв’язування Ta-RHT1 з рецептором GID1 та на-
ступного ГК-залежного убіквітинування і проте-
олізу DELLA-білка.

ціонально важливими та можуть забезпечувати 
регуляцію активності білка шляхом фосфорилю-
вання.

Отже, нами отримана модель просторо-
вої структури мономера Ta-RHT1 та його му-
тантної форми з N-кінцевою делецією M1–E64, 
в якій відсутні характерні амінокислотні мо-
тиви 38DELLA42 та 60LExLE64. Оскільки мотив 
38DELLA42  є необхідним для зв’язування рецеп-
тора гібереліну GID1 і наступного ГК-залежно-
го убіквітинування і протеолізу DELLA-білка, 
очевидно, що результатом мутації є порушення в 
першу чергу специфічного зв’язування Ta-RHT1 
з рецептором GID1.

Висновки
Отримано модель просторової структури 

DELLA-білка Ta-RHT1 методом комп’ютерно-
го моделювання за гомологією, причому в якості 
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COMPUTER MODELING OF PROTEIN SPATIAL STRUCTURE OF HIBBERELLIN 
RESPONSE RHT-1 tritiCuM aestivuM L. FROM DELLA-GRAS PROTEINS FAMILY
aim. Modeling of 3D structure of wheat RHT-1 protein (Reduced height protein 1, Ta-RHT1) which is a modulator 
of plant growth hormone gibberellin response and belongs to the DELLA subfamily of GRAS family of plant protein 
repressors of transcription. Methods. BLAST-analysis, 3D structure modeling by Robetta, I-TASSER and Swiss-Model 
web-servers. results. For Ta-RHT1 protein the secondary and subdomain structure and regions of high structural 
disorder are predicted. Crystal structures of SAM-dependent methyltransferases containing β-layer with seven β-strands 
were used as structural templates for modeling. Conservative tyrosine Y594 residue in SAW-domain can probably be 
phosphorylated and ensure the regulation of activity of Ta-RHT1 protein. N-terminal deletion M1-E64 in Ta-RHT1 is 
associated with altered response to growth hormone gibberellin and therefore shorter stalk of wheat and its resistance 
to lodging, leads to loss of specific 38DELLA42 and 60LExLE64 motifs. Since 38DELLA42 motif is required for binding to 
gibberellin receptor, apparently these mutations resulted in violations of specific binding of Ta-RHT1 with GID1 and 
violation of the subsequent proteolysis and ubiquitination of DELLA-protein.
Keywords: DELLA protein, GRAS family, gibberellin response, structure modeling.
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