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Аннотация. Ген trolC является гомологом онкогена rolC Agrobacterium 

rhizogenes и попал в геном Nicotiana tabacum, вероятнее всего, в результате 

горизонтального переноса генов. Этот ген довольно консервативен, 

экспрессируется в молодых органах, однако его функции, как и 

агробактериального гена rolC, остаются неизвестными. В настоящей работе 

проанализирована предположительная структура белка tRolC Nicotiana 

tabacum, предсказанная с помощью сервиса I-TASSER. Наличие у белка 

tRolC аминокислотных остатков активного центра и сайта связывания, а 

также белок-связывающей и ARTT-петли, сходных по структуре с белком 6b 

Agrobacterium vitis, свидетельствует о выполнении ими сходных 

биологических функций. На основе полученных данных высказана гипотеза о 

наличии у белка tRolC АДФ-рибозилтрансферазной активности, 

позволяющей ему влиять на рост и устойчивость растений к стрессам, а 

также на биосинтез вторичных метаболитов посредством влияния на 

регуляцию экспрессии генов через взаимодействие с факторами 

транскрипции, компонентами РНК-интерференции или проявление 

гистоноподобной активности. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Ген trolC – растительный гомолог онкогена rolC, который относится к plast-генам, 

поскольку, попав в геном Nicotiana tabacum L. в результате естественного 

горизонтального переноса генов от Agrobacterium rhizogenes (Rhizobium rhizogenes), 

эволюционно закрепился и, вероятно, участвует в регуляции роста и 

стрессоустойчивости растения [1]. Экспрессия гена trolC была обнаружена в молодых 

листьях и кончиках побегов, индуцируется ауксином и подавляется цитокинином [2]. 

Есть сведения, что ген также экспрессируется в ауксин-индуцированных адвентивных 

корнях [3]. Накапливаются данные о позитивном влиянии гена trolC на устойчивость 

растений к абиотическим стрессам. К примеру, морфометрический анализ трансгенных 

растений табака, экспрессирующих фрагмент гена trolC в антисмысловой ориентации 

под контролем 35S CaMV промотора, продемонстрировал, что подавление экспрессии 

этого гена приводит к ухудшению роста корней, как при нормальных условиях, так и 

при действии тяжелых металлов и гипотермии. К тому же, в промоторной области гена 

trolC имеются цис-регуляторные элементы, активируемые холодом [4]. Известно, что 
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фенотипические проявления генов trolC и rolC штамма А4 A. rhizogenes сходны с 

эффектами другого plast-гена из Agrobacterium tumefaciens (Rhizobium tumefaciens) - 6b: 

это хлороз листьев, накопление крахмала, рост изолированных корней на средах с 

низким содержанием сахарозы, сахарозозависимое расширение листовых дисков [5]. 

Исходя из этого и некоторых других данных, справедливо предполагать, что белки 

tRolC, RolC и 6b выполняют схожие биологические функции. 

На сегодняшний день исследований, посвященных определению биологических 

функций гена trolC и кодируемого им белка, проведено сравнительно мало. Так, с 

помощью технологии транзиентной экспрессии у растений Nicotiana benthamiana 

Domin. удалось доказать, что RolC растворим и локализуется в цитоплазме, но может 

проникать и в ядро [6]. Есть данные о локализации части пула белка RolC в ядрышке 

[7], что также делает его схожим с белком 6b [8]. Сообщалось, что RolC штамма A4 A. 

rhizogenes обладает гликолитической активностью и участвует в высвобождении 

цитокининов из конъюгатов с N- и O-глюкозидами [9]. Нужно отметить, что у N. 

tabacum, как и у агробактерий, могут расщепляться только O- и N3-глюкозиды [10]. 

Несмотря на описанные результаты, корни у rolC-трансформированных табаков не 

отличаются по чувствительности к цитокининам от обычных корней [11], поэтому 

гипотеза цитокинин-β-глюкозидазы пока не подтверждена. Получены данные о 

положительном влиянии белка RolC на содержание 2-изопентиладенина, обладающего 

цитокининовой активностью [12]. Наличие цис-регуляторных элементов, 

активируемых сахарозой, в промоторной области на расстоянии –135...–94 от точки 

инициации транскрипции связывают с возможной функцией RolC, который выступает 

в качестве участника или регулятора метаболизма сахарозы [1, 13]. Сахароза выступает 

в качестве сигнальной молекулы, регулирующей специфическую экспрессию гена rolC 

во флоэме [14]. Несмотря на описанные результаты, вопрос о биохимической 

активности белка tRolC остается открытым. Поэтому целью данного исследования 

явилось компьютерное моделирование структуры белка tRolC и определение его 

функциональной связи с другими белками, о функциях которых могло иметься больше 

информации. Предполагалось, что такой биоинформационный анализ позволит 

приблизиться к пониманию биохимических функций белка tRolC. 

Определение структуры белка является основой для понимания его функций. На 

сегодняшний день в банке данных о белках PDB [15] имеется около 216 000 записей о 

белках с известной структурой и более 1 000 000 записей со структурами, 

предсказанными AlphaFold [16], однако последние часто имеют невысокий уровень 

надежности и не дают представления о каталитической функции белков и их сходстве с 

другими полипептидами [17, 18]. Сервис I-TASSER [19] по имеющейся 

аминокислотной последовательности распознает трединг-шаблонные структуры из 

PDB и осуществляет их сборку, что используется для предсказания структуры и 

функций белка. Кроме того, I-TASSER позволяет предсказывать сайты связывания 

лиганда, активные сайты, а также ферментативную активность [20]. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Для поиска аминокислотных последовательностей RolC-подобных белков были 

использованы сервисы NCBI Entrez [21] и NCBI BLAST [22]. Множественное 

выравнивание последовательностей проводили с помощью сервиса EMBL-EBI Clustal 

Omega [23]. Для визуализации результатов выравнивания и построения 

филогенетического древа использовали программу Jalview 2.11.3.3 [24]. 

Филогенетическое древо было построено методом Neighbour Joining с помощью 

матрицы BLOSUM62. Для предсказания структуры белка и его функций был 

использован сервис I-TASSER [25], а для исследования топологического сходства 

белковых структур – сервер TM-score [26]. Поиск пространственных структур белков 

производился с помощью сервиса RCSB PDB [15], а для их просмотра была 
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использована программа JSmol 14.32. Для поиска гомологичных последовательностей в 

геноме Arabidopsis thaliana L. использовали сервис TAIR [27], а для предсказания 

белок-белковых взаимодействий – STRING [28].  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

1. Выравнивание аминокислотных последовательностей белка tRolC и 

гомологичных белков 

Проанализированы аминокислотные последовательности RolC-подобных белков 

следующих организмов: штаммов A. rhizogenes: A4, 15834, NCPPB1855 

(WP_142692216.1), 1724 (ASK42899.1) и K599 (pRi2659) (ABS11825.1), растений N. 

tabacum (CAA62988.1), N. glauca (CAA27160.1), N. tomentosiformis (1 - AIM40174.1; 2 – 

AIM40177.1), Linaria creticola (1 – AXO59181.1; 2 – AXO59182.1), L. genistifolia 

(AGH15831.1), L. vulgaris (1 – AFA43818.1; 2 – ACD81987.1) (рис. 1,а). У 

N. tomentosiformis, L. creticola и L. vulgaris имеются два различающихся по структуре 

RolC-подобных белка, что, по всей видимости, связано с разным временем 

горизонтального переноса Т-ДНК [29]. 

 

 
Рис. 1. (а) – выравнивание аминокислотных последовательностей RolC-подобных белков с 

ближайшим структурным гомологом белком 6b и предположительная структурная организация 

tRolC N. tabacum: α-спирали обозначены красным цветом, β-структуры – зеленым; (б) –

филогенетическое древо RolC-подобных белков и белка 6b. Звездочками изображены 

аминокислотные остатки, предположительно составляющие активный центр и сайт связывания 

(красные – сравнение с данными по 6b, синие – предсказание I-TASSER). 
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На рисунке 1 изображено выравнивание аминокислотных последовательностей 

исследуемых белков (рис. 1,а) и филогенетическое древо их сходства (рис. 1,б). 

Хорошо известно о сходных морфогенетических эффектах генов rolC и 6b [5], поэтому 

последний тоже был использован для анализа. Для растений рода Linaria, из 

имеющихся гомологов агробактериальных белков, наиболее близкими по первичной 

структуре оказались белки штаммов A4, 15834 и NCPPB1855 A. rhizogenes. Для 

N. glauca ближайшими структурными гомологами являются белки штаммов 1724 и 

K599. Белки tRolC N. tabacum и N. tomentosiformis отличаются от вышеупомянутых 

растительных белков сильнее, наиболее близкими к ним оказались белки штаммов A4, 

15834 и NCPPB1855. Нужно отметить, что сходство аминокислотных 

последовательностей у N. tabacum и N. tomentosiformis, вероятно, обусловлено 

общностью их происхождения. Считается, что вид N. tabacum был образован в 

результате гибридизации N. tomentosiformis × N. sylvestris, однако в процессе эволюции 

клТ-ДНК претерпевала сильные изменения, что объясняет накопившиеся различия в их 

структуре [30].  

2. Моделирование пространственной структуры tRolC с помощью сервиса I-

TASSER 

Сервис I-TASSER использует метод трединга для предсказания пространственной 

структуры полипептидов, которые не имеют гомологов с известной структурой. Метод 

основан на распознавании определенных фолдов, имеющихся в других белках с 

известной структурой [31]. Моделирование I-TASSER начинается с определения 

шаблонов структур из библиотеки PDB с помощью программ LOMETS [32], каждая из 

которых генерирует до десятка тысяч выравниваний исследуемой аминокислотной 

последовательности со структурами, имеющимися в PDB. I-TASSER отбирает шаблоны 

с наивысшим Z-score, то есть с наивысшей значимостью выравнивания, при этом 

хорошим считается значение Z-score >1. 

В таблице 1 представлены 10 лучших шаблонов трединга для моделирования 

пространственной структуры tRolC (CAA62988.1), отобранных из программ LOMETS. 
 

Таблица 1. Структуры, использованные I-TASSER в качестве шаблонов трединга tRolC 

N. tabacum 

№ 
Программа 

трединга 

PDB 

ID 
Название Организм 

Iden

1 

Iden

2 
Cov 

Norm. 

Z-

score 

1 FFAS-3D    3AQ2A 6b белок Agrobacterium vitis 0.25 0.24 0.88 2.04 

2 SP3 3AQ2A 6b белок Agrobacterium vitis 0.23 0.24 0.93 1.62 

3 HHSEARCH 3AQ2 6b белок Agrobacterium vitis 0.25 0.24 0.88 9.19 

4 wdPPAS 3AQ2A 6b белок Agrobacterium vitis 0.23 0.24 0.92 1.75 

5 Neff-PPAS    3AQ2A 6b белок Agrobacterium vitis 0.22 0.24 0.93 1.85 

6 HHSEARCH2 3AQ2 6b белок Agrobacterium vitis 0.25 0.24 0.92 9.35 

7 pGenTHREADER 3AQ2A 6b белок Agrobacterium vitis 0.26 0.24 0.89 1.97 

8 HHSEARCH I 3AQ2 6b белок Agrobacterium vitis 0.26 0.24 0.91 6.15 

9 FFAS03 3AQ2A 6b белок Agrobacterium vitis 0.24 0.24 0.88 2.03 

10 FFAS-3D    8BH7A Фактор 

созревания 

рибосомы P 

Staphylococcus 

aureus 

0.15 0.22 0.65 0.54 

Ident1 – процентная идентичность шаблона и исследуемой последовательности в выровненной 

области; Ident2 – процентная идентичность всего шаблона и исследуемой последовательности; 

Cov – перекрываемость выравнивания (количество выровненных аминокислотных остатков, 

деленное на длину анализируемого белка); Norm. Z-score – нормализованный Z-score 

выравнивания. 
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Принимая во внимание значение Z-score, можно сделать вывод, что главным 

трединг-шаблоном для исследуемого полипептида является белок 6b A. vitis (3AQ2). 

Кроме того, белок 6b является наиболее близким белком с известной структурой 

(табл. 2). Известно, что функции белка 6b отдаленно сходны c RolC-подобными 

белками и его экспрессия также приводит к аномальной морфологии корней и побегов 

[33]. 

Помимо структуры tRolC, нами также была предсказана структура белка RolC 

(WP_142692216.1) A. rhizogenes (рис. 2,а). Для определения различий в функционально 

значимых участках цепей данных белков проводили наложение на пространственную 

структуру tRolC двух моделей – предсказанной структуры RolC и 6b (рис. 2,б,в,г). 

 

 

 
Рис. 2. Сравнение структуры белков tRolC N. tabacum, RolC A. rhizogenes и 6b A. vitis: (а) – 

трехмерные структуры белков tRolC, RolC и 6b (3AQ2, A-цепь); (б) – сравнение tRolC с RolC и 6b 

посредством наложения их структур; (в) – толстой линией изображен tRolC, тонкой – RolC; (г) – 

толстой линией изображен tRolC, тонкой – 6b. Аминокислотные остатки, для которых расстояние 

между Сα-атомами составляет менее 5 Å, выделены красным. 
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Кроме того, что структуры tRolC и RolC имеют сходную топологию, их 

предположительные сайты связывания лиганда и активные центры также являются 

одинаковыми по аминокислотному составу (рис. 1,а), что позволяет в некоторой 

степени применять последующее описание tRolC и к бактериальному белку RolC. 

3. Сходство tRolC с другими белками 

Для определения структурного сходства tRolC с другими белками использовали 

программу TM-align, которая сопоставляет лучшую из предсказанных моделей со 

всеми структурами в PDB [34]. В таблице 2 представлены 10 белков, имеющих 

наибольшее структурное сходство, то есть наивысший TM-score, с предсказанной 

моделью I-TASSER. 

 
Таблица 2. Наиболее близкие по структуре белки для tRolC (по TM-score) 

№ 
PDB 

ID 
Название 

TM-

score 
RMSDa IDENa Cov Организм Активность 

1 3aq2A 6b белок 0.854 2.00 0.202 0.933 Agrobacterium 

vitis 

АДФ-рибозил 

трансфераза 

2 1ikpA экзотоксин А 0.494 4.41 0.105 0.733 Pseudomonas 

aeruginosa 

АДФ-рибозил 

трансфераза 

3 6edgA экзотоксин А 0.479 4.69 0.096 0.733 Pseudomonas 

aeruginosa 

АДФ-рибозил 

трансфераза 

4 3kr7A поли(АДФ-

рибоза)-

полимераза 

0.470 4.76 0.051 0.711 Homo sapiens АДФ-рибозил 

трансфераза 

5 2x5yA поли(АДФ-

рибоза)-

полимераза 

0.466 4.50 0.055 0.689 Homo sapiens АДФ-рибозил 

трансфераза 

6 2q5tA холерный 

токсин 

0.465 4.92 0.059 0.733 Vibrio cholerae АДФ-рибозил 

трансфераза 

7 7z0sC формиат 

гидроген-

лиаза, 

субъединица 

3 

0.461 5.07 0.064 0.761 Escherichia coli НАДН - 

дегидрогеназа 

8 3bljB поли(АДФ-

рибоза)-

полимераза 

0.460 5.06 0.078 0.728 Homo sapiens АДФ-рибозил 

трансфераза 

9 7nyrL НАДН-

хиноноксидо-

редуктаза, 

субъединица 

L 

0.459 5.06 0.053 0.744 Escherichia coli НАДН - 

дегидрогеназа 

10 2q6mA холерный 

токсин 

0.457 4.42 0.073 0.672 Vibrio cholerae АДФ-рибозил 

трансфераза 

RMSDa – среднеквадратическое отклонение между аминокислотными остатками, структурно 

выровненными с помощью TM-align; IDENa – процент идентичности последовательностей в 

структурно выровненной области; Cov – перекрываемость выравнивания, построенного с 

помощью TM-align (доля выровненных аминокислотных остатков в общей длине запрашиваемого 

белка). 

 

Большую часть близких по структуре белков составляют бактериальные 

экзотоксины, проявляющие АДФ-рибозилтрансферазную активность (6b, экзотоксин А, 

холерный токсин) [35]. Кроме того, структура tRolC имеет отдаленное сходство с 

поли(АДФ-рибоза)-полимеразами человека (PARP), что указывает на 

предположительную каталитическую функцию tRolC [36]. 
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В предсказанной структуре белка tRolC имеется четыре α-спирали, а также четыре 

β-тяжа, образующих два перпендикулярных β-листа (рис. 2,а). Примечательно, что 

центральный модуль структуры 6b тоже включает два перпендикулярных β-листа и 

одну α-спираль. Кроме того, центральный модуль 6b демонстрирует высокую 

структурную гомологию со структурой экзотоксина A и холерного токсина, несмотря 

на отсутствие какого-либо видимого сходства аминокислотных последовательностей 

между ними [33]. В структуре tRolC, подобно 6b, имеется два антипараллельных β-тяжа 

с расположенной между ними петлей (рис. 2,а), которая проявляет высокое структурное 

сходство с ARTT-мотивом (ADP-ribosylating toxin turn–turn motif), присутствующим 

также в структурах экзотоксина А и холерного токсина [35]. Кроме того, в 

предсказанной модели имеется структура, схожая с белок-связывающей петлей 6b, 

которая может играть роль как в самоассоциировании, так и во взаимодействии с 

другими белками [33]. 

4. Предположительная ферментативная активность tRolC 

Известно, что структурно схожие белки могут выполнять схожие функции, однако 

для большей надежности предсказания функций I-TASSER обращается к 

вспомогательным программам. Так, программа COFACTOR предсказывает 

классификацию фермента и сайты связывания лигандов, используя сравнение структур 

и белок-белковые сети [37], а программа COACH объединяет полученные результаты 

[38]. Для определения биологически значимых взаимодействий типа лиганд – белок I-

TASSER обращается к базе данных BioLiP2, в которую данные о структуре белка 

извлекаются из PDB, а информация о биологических функциях – из литературы и баз 

данных [39]. 

В соответствии с полученными результатами, tRolC относится к белкам класса 

2.4.2.30 (табл. 3) – НАД(+)-АДФ-рибозилтрансфераз. Ферменты данного класса 

способны переносить свою АДФ-рибозильную группу на молекулу-акцептор -

нуклеиновую кислоту или белок. Поли-АДФ-рибозилирование является наиболее 

распространенным механизмом работы АДФ-рибозилтрансфераз и представляет собой 

процесс сложной посттрансляционной модификации белков, характеризующейся 

добавлением поли(АДФ-рибозы) (PAR) к белкам с помощью поли(АДФ-рибоза)-

полимеразы (PARP) и удалением PAR с помощью поли(АДФ-рибоза)-гликогидролазы 

(PARG) [40]. PARP участвуют в регуляции разных клеточных процессов у эукариот [41, 

42]. Так, у млекопитающих PARP способны распознавать одно- или двуцепочечные 

разрывы ДНК, связываться с ними и облегчать процесс репарации [43]. Кроме того, ряд 

исследований показали, что PARP также участвуют в ремоделировании хроматина, 

регуляции транскрипции и убиквитинирования, функций веретена деления и 

центросомы, а также образовании стресс-гранул [44–46]. Нужно отметить, что в 

растениях многие НАД(+)-АДФ-рибозилтрансферазы все еще имеют неясные функции. 

Так, у A. thaliana обнаружены три PARP, локализованные в ядре, каждый из которых 

участвует в репарации ДНК [40]. Группой исследователей обнаружено, что PARP в 

зависимости от величины окислительного стресса, участвуют в регуляции двух 

противоположных процессов – репарации ДНК и клеточной гибели [47]. Кроме того, 

сообщается об активации фермента на начальной стадии апоптоза, однако четко его 

роль в данном процессе не определена [48]. Обнаружено, что снижение активности 

PARP ингибирует гибель клеток и повышает устойчивость к засухе, жаре, 

повышенному освещению за счет снижения распада NAD+ и, следовательно, 

потребления энергии [49]. Можно предположить, что белок tRolC способен выполнять 

ряд описанных функций, однако исследования в данной области должны быть 

продолжены. Известно, что в клетках табака никотинамид, который является побочным 

продуктом реакции переноса АДФ-рибозила на поли-АДФ-рибозильную цепь, 

способен превращаться в никотин [50, 51]. Есть также данные, что повышение уровня 
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экспрессии генов rolC и trolC в табаке приводит к увеличению содержания никотина 

[13, 52], что может быть связано с НАД(+)-АДФ-рибозилтрансферазной активностью 

данных белков. 

 
Таблица 3. Предположительная ферментативная активность tRolC и его активные 

центры 

№ 
C-

scoreEC 

PDB 

ID 
Название 

TM-

score 
RMSDa IDENa Cov Фермент 

Остатки 

активного 

центра 
1 0.198 3kczA поли(АДФ-

рибоза)-

полимераза 

0.447 4.80 0.099 0.700 2.4.2.30 – 

2 0.194 1zm2B экзотоксин 

A 

0.454 4.66 0.061 0.711 2.4.2.- – 

3 0.192 1gs0A поли(АДФ-

рибоза)-

полимераза 

0.441 5.03 0.049 0.711 2.4.2.30 118 

4 0.190 1uk0A поли(АДФ-

рибоза)-

полимераза 

0.452 4.99 0.074 0.711 2.4.2.30 118 

5 0.190 1a26A поли(АДФ-

рибоза)-

полимераза 

0.448 5.01 0.088 0.706 2.4.2.30 – 

C-scoreEC – достоверность предсказания классификации фермента (от 0 до 1, чем выше C-scoreEC, 

тем надежнее предсказание); TM-score – величина глобального сходства между структурами 

запрашиваемого и шаблонного белков; RMSDa – RMSD между аминокислотными остатками, 

структурно выровненными с помощью TM-align; IDENa – процент идентичности 

последовательностей в структурно выровненной области; Cov – перекрываемость выравнивания, 

построенного с помощью TM-align (доля выровненных аминокислотных остатков в общей длине 

запрашиваемого белка). 

 

В таблице 4 приведены возможные лиганды tRolC и сайты их связывания. Лиганд 

3AB (3-аминобензамид), входящий в структуру танкиразы (4TKF) человека, 

взаимодействует с аминокислотными остатками, схожими с остатками сайта 

связывания лиганда белка 6b (рис. 3,а). Кроме того, 3-аминобензамид является 

аналогом никотинамида, что также указывает на возможную АДФ-

рибозилтрансферазную активность белка tRolC. 

 
Таблица 4. Предположительные сайты связывания лиганда, предсказанные I-TASSER 

№ C-score PDB ID PDB CCD ID Остатки сайта связывания 

1 0.17 4tkfA 3AB 64,65,89,90,91,157 

2 0.09 4tkfA 33C 64,65,66,70,73,74,78,79,80,87,88,89 

3 0.05 1sumB FE 29,30,33 

4 0.03 2v50D LMT 35,38 

5 0.03 4il6R HEM 31,35 

C-score - достоверность предсказания (от 0 до 1, чем выше C-scoreEC, тем надежнее предсказание); 

3AB – 3-аминобензамид, 33C – 4-[(3aR,4R,7S,7aS)-1,3-диоксооктагидро-2H-4,7-метаноизоиндол-2-

ил]-N-(хинолин-8-ил)бензамид, FE – ион железа, LMT – додецил-β-D-мальтозид, HEM – гем. 
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Рис. 3. Структура белка tRolC, предсказанная с помощью I-TASSER: (а) – в шаростержневой 

модели изображены аминокислотные остатки активного центра и сайта связывания, 

предсказанные I-TASSER, зеленым цветом выделен 3-аминобензамид - структурный аналог 

никотинамида; (б) – в шаростержневой модели изображены аминокислотные остатки активного 

центра и сайта связывания, красным цветом выделена белок-белок связывающая петля, зеленым – 

ARTT-петля в соответствии с Wang et al. [33]. 

 

5. Предположительный активный центр и сайт связывания tRolC 

По данным I-TASSER, активный центр фермента представлен остатком Y118, а 

наиболее вероятными аминокислотами сайта связывания являются L64, Y65, L89, L90, 

T91, L157 (рис. 3,а).  

6b белок является представителем нового семейства токсинов с Y66, T93 и Y153 в 

качестве каталитических остатков. Y66 образует водородную связь с NAD+, в то время 

как боковая цепь T93 образует водородную связь с Y153. Гидрофобная среда, 

создаваемая ароматическими группами Y121, Y153, Y156, участвует в связывании 

никотинамидного кольца NAD+ [33]. Выравнивание аминокислотной 

последовательности белка 6b с RolC-подобными белками, несмотря на их различия, 

выявило консервативность данных остатков (рис. 1). Единственным отличием является 

наличие у RolC-подобных белков фенилаланина (F155) вместо похожего по свойствам 

тирозина у 6b, однако есть вероятность, что функциональную роль данного 

каталитического остатка берет на себя Y158 (рис. 3,б), являющийся консервативным 

также для 6b белка. 

На рисунке 4,а изображены предположительные остатки активного центра и сайта 

связывания белка tRolC, исходя из структурной гомологии белков tRolC и 6b. 

Расположение аминокислотных остатков активного центра в структуре, предсказанной 

I-TASSER, и в структуре 6b является сходным, что косвенно подтверждает 

правильность полученной нами структуры tRolC. Однако, в соответствии с 

литературными данными, основным каталитическим остатком, по-видимому, является 

Y158, а не Y118, как это предсказывает I-TASSER. 
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Рис. 4. Структуры белков tRolC и 6b, а также их аминокислотные остатки активного центра и 

сайта связывания: (а) – в шаростержневой модели; (б) – в ван-дер-ваальсовой модели. Оранжевым 

цветом показана поверхность, доступная растворителю.  

 

Для белков tRolC и 6b характерна закрытость предполагаемого NAD+-

связывающего кармана для субстрата и других белков (рис. 4,б), а для его открытия у 

белка 6b требуются значительные конформационные изменения, в том числе 

присоединение АДФ-рибозилирующего фактора [33]. Вероятно, активация белка tRolC 

происходит похожим способом и также требует дополнительного фактора 

рибозилирования. 

6. Возможные механизмы действия белка tRolC 

Mohajjel-Shoja и др. [5] выявили, что морфогенетические эффекты генов trolC и 

rolC штамма A4 A. rhizogenes схожи с эффектами гена 6b. Кроме того, RolC-подобные 

белки и белок 6b подавляют развитие корневых волосков и рост корней, а также 

участвуют в образовании энаций, что является одним из убедительных доказательств 

функционального сходства данных белков, так как подобные морфологические 

изменения являются необычными и редкими [53, 54]. 

Как белок RolC, так и 6b обнаруживаются в ядрышке [7, 8], где происходят не 

только процессы созревания рРНК, но и малых РНК, в том числе, участвующих в РНК-

интерференции. Известно, что белок 6b напрямую взаимодействует с ключевыми 

компонентами DCL1-SE-HYL1 и RISC/AGO1, отвечающими за биогенез малых 

некодирующих РНК, подавляя способность растительных клеток к РНК-

интерференции [33]. Было показано, что белок 6b осуществляет свою супрессорную 

роль, напрямую воздействуя на SE и AGO1 – два ключевых компонента в механизме 

биогенеза микроРНК у A. thaliana, что сближает его с белками-супрессорами вирусов, 

таких как 2b, P0, HcPro, P19 [33]. Исходя из этого, было высказано предположение о 

том, что растительный онкоген 6b также подавляет врожденный иммунитет 

трансформированных клеток, как и вирусные белки, что нельзя исключать, с учетом 
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того, что агробактерии являются патогенами растений. Кроме того, нами обнаружено 

структурное сходство белка tRolC с холерным токсином и экзотоксином А, которые 

характерны для патогенов человека. Все это может говорить о том, что данная группа 

белков важна для патогенеза и может иметь как общее происхождение, так и 

функциональную схожесть.  

Белок 6b способен участвовать в пролиферации растительных клеток посредством 

ассоциации с ядерными белками NtSIP1 [8], NtSIP2 [55] и гистоном H3 [56]. Кроме 

того, 6b обладает активностью, подобной гистоновым шаперонам, и способен влиять на 

экспрессию различных генов, в том числе генов IAA, KNOX I класса, CUC и генов, 

связанных с клеточным делением у табака и A. thaliana [55, 57]. Поскольку наиболее 

изученным предполагаемым транскрипционным фактором, с которым взаимодействует 

белок 6b, является NtSIP1, нами было принято решение рассмотреть его белок-

белковые взаимодействия на примере A. thaliana. С помощью сервиса TAIR были 

обнаружены гомологичные к NtSIP1 последовательности (рис. 5,а), которые затем 

использовали для построения сети взаимодействия белков. Так, обнаружено, что 

последовательность AT4G26940 имеет структурное сходство с бета-1,3-

галактозилтрансферазой (B3GALT4), которая может взаимодействовать с белками 

биосинтеза клеточной стенки GT14, FUT4, FUT6, GALT29A и GAL4, а также с белком 

F28O9.50, который активирует экспрессию генов, ответственных за рост клеток 

растяжением (рис. 5,б). Последовательность AT1G62700 сходна с активатором 

транскрипции NAC026 (рис. 5,в), который участвует в формировании ксилемы, 

способствует экспрессии факторов транскрипции MYB46, MYB85 [58], MYB83 и 

MYB58 и генов, участвующих в регуляции биосинтеза клеточной стенки у A. thaliana. 

Кроме того, NAC026 взаимодействует с белком LBD30, который участвует в 

позитивной регуляции дифференцировки элементов сосудов, а также с протеазой 

XCP1, принимающей участие в гибели клеток ксилемы во время ксилогенеза в корнях 

[59]. 

 

 

Рис. 5. Поиск функциональной связи белка tRolC с другими белками: (а) – поиск структурных 

гомологов NtSIP1 в геноме A. thaliana; (б) – белок-белковые взаимодействия бета-1,3-

галактозилтрансферазы; (в) – белок-белковые взаимодействия фактора транскрипции NAC026. 
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Похожие морфологические эффекты, сходство пространственных структур и 

функционально важных аминокислотных остатков белков 6b и tRolC позволяет делать 

выводы о схожести их действия на молекулярном уровне. Возможно, белок tRolC 

способен к активации функциональных гомологов NAC026 и других 

транскрипционных факторов. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Предсказанная трехмерная структура белка tRolC имеет высокое структурное 

сходство с белком 6b, несмотря на отсутствие видимой гомологии в их 

аминокислотных последовательностях. Кроме того, белок tRolC проявляет структурное 

сходство с экзотоксином А и холерным токсином, что позволяет предположить, что и 

его агробактериальный предшественник RolC также выполняет схожие функции. 

Аминокислотные остатки активного центра и сайта связывания белков tRolC и RolC 

имеют сходную структуру с остатками белка 6b, что свидетельствует о выполнении 

ими сходных биологических функций. Аналогично структуре белка 6b, в модели белка 

tRolC выделяется белок-связывающая петля, определяющая взаимодействие с другими 

белками, и ARTT-петля, имеющаяся у АДФ-рибозилирующих токсинов. Предсказанная 

структура tRolC обладает НАД(+)-АДФ-рибозилтрансферазной активностью, 

позволяющей ему взаимодействовать с нуклеиновыми кислотами и белками, тем самым 

оказывая влияние на разнообразные метаболические процессы, в том числе на рост и 

устойчивость растений к абиотическим стрессам, а также на биосинтез вторичных 

метаболитов. Полученные нами результаты позволяют предполагать, что наиболее 

вероятными механизмами действия белка tRolC являются регуляция экспрессии ряда 

генов через взаимодействие с транскрипционными факторами, влияние на РНК-

интерференцию, а также проявление гистоноподобной активности. 
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Abstract. The trolC gene is a homologue of the rolC oncogene of Agrobacterium rhizogenes and most 

likely got into Nicotiana tabacum genome during horizontal gene transfer. This gene is quite 

conserved and is expressed in young organs, but its functions, like the agrobacterium rolC gene, 

remain unknown. The putative structure of the tRolC protein of Nicotiana tabacum, predicted using 

the I-TASSER service, was analyzed in the study. The presence of amino acid residues in the tRolC 

protein of the active center and binding site, as well as a protein-binding and ARTT loop, similar in 

structure to protein 6b of Agrobacterium vitis, indicates that they perform similar biological functions. 

Based on the data, a hypothesis was put forward about the presence of ADP-ribosyltransferase activity 

in the tRolC protein, which allows it to influence the growth and stress tolerance, as well as the 

biosynthesis of secondary metabolites by influencing the regulation of gene expression through 

interaction with transcription factors, RNA interference, or the manifestation of histone-like activity. 
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