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МОДИФИКАЦИИ НЕОДНОЗНАЧНЫХ ОСНОВАНИЙ АНТИКОДОНА 
тРНК И УСТОЙЧИВОСТЬ ДРОЖЖЕЙ К БОРНОЙ КИСЛОТЕ:

В РЕЗИСТЕНТНЫХ К БОРУ ДЕЛЕЦИОННЫХ МУТАНТАХ АКТИВИРОВАН 
МЕХАНИЗМ ОБЩЕГО КОНТРОЛЯ АМИНОКИСЛОТ И ЭФФЛЮКС БОРА1
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Борная кислота необходима растениям и играет важную роль в жизни животных и микроорганиз-
мов. Однако в высоких концентрациях она токсична для всех организмов. Ранее в коллекции деле-
ционных мутантов дрожжей нами проведен поиск устойчивых и чувствительных к борной кислоте
штаммов, чтобы идентифицировать гены, которые обеспечивают толерантность к бору. Теперь
проанализирована способность устойчивых к бору мутантов: elp1∆, elp3∆, elp6∆, ncs2∆, ncs6∆ и
kti12∆ ‒ модулировать систему общего аминокислотного контроля (GAAC) и индуцировать экс-
прессию гена ATR1, кодирующего эффлюксный насос бора. Проанализированные в работе мутанты
не имеют генов, которые участвуют в синтезе неоднозначных оснований в антикодоне тРНК. Во
всех устойчивых к бору мутантах повышена активность Gcn4-зависимого репортера и уровень тран-
скрипта гена ATR1. Кроме того, при обработке борной кислотой устойчивые к бору клетки накап-
ливали меньше борной кислоты в цитоплазме по сравнению с клетками дикого типа. Таким обра-
зом, полученные результаты указывают на то, что отсутствие модификаций неоднозначных основа-
ний в тРНК приводит к активации системы GAAC и индукции экспрессии ATR1, что, в свою
очередь, снижает внутриклеточное содержание бора и вызывает устойчивость к нему.
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гационный комплекс, дрожжи, общий аминокислотный контроль
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ВВЕДЕНИЕ
Уже около века бор (B) известен как необходи-

мый металлоид для роста и развития растений [1].
Показано, что он играет важную роль в метабо-
лизме и формировании структур клеток. Напри-
мер, бор выполняет функцию сшивающего агента
между волокнами пектинового рамногалактуро-
нана II в клеточных стенках растений [2–4]. Однако
молекулярные механизмы, лежащие в основе мно-
гих функций, выполняемых бором, неизвестны.

Недавно показано, что бор относится к важ-
нейшим микроэлементам у широкого спектра ор-
ганизмов ‒ от бактерий до животных, ‒ хотя его
необходимые уровни различаются у этих орга-

низмов [5–10]. Бор может быть токсичным, если
присутствует в высоких концентрациях. Однако
физиологическая основа этой токсичности до сих
пор неясна. В этом отношении заслуживает вни-
мания транспорт бора; и на сегодняшний день у
растений и дрожжей выявлено много генов,
участвующих в транспорте и устойчивости к бору.
Ген BOR1 Arabidopsis thaliana был впервые иденти-
фицирован как ген транспортера бора, а его гомо-
логи обнаружены во многих организмах [11–14].

Дрожжи Saccharomyces cerevisiae широко ис-
пользуются в экспериментах по исследованию
механизмов, которые вовлечены в ответ клеток на
различные абиотические стрессы, включая ме-

1 Статья представлена авторами на английском языке.
Сокращения: GAAC (general amino acid control system) – общая система контроля аминокислот; HOG (high-osmolarity gly-
cerol) pathway – реакция клеток на высокое осмотическое давление путем синтеза глицерина; ONPG (o-nitrophenyl-β-D ga-
lactopyranoside) – о-нитрофенил-β-D-галактопиранозид; YNB (yeast nitrogen base) – азотистая основа дрожжевой пита-
тельной среды.
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таллы, такие как медь, железо и цинк. В ходе ха-
рактеристики генов, обеспечивающих толерант-
ность к бору у растений, исследователи использо-
вали дрожжи в качестве модельной системы [15–
19]. Дрожжевой белок Atr1 функционирует как
канал, выкачивающий бор (эффлюксный насос
бора), тем самым обеспечивая устойчивость кле-
ток к нему [15]. При ответе на обработку борной
кислотой экспрессию ATR1 и генов, связанных с
биосинтезом аминокислот, регулирует фактор
транскрипции Gcn4. Показано также, что бор ак-
тивирует киназу Gcn2, что приводит к фосфори-
лированию eIF2α и затем к ингибированию синте-
за белка [20]. Полногеномные скрининговые ис-
следования на дрожжах позволили выявить новые
гены, связанные с метаболизмом бора. В ходе
скрининга библиотеки делеционных мутантов га-
плоидных дрожжей идентифицировано 6 мутан-
тов, устойчивых к бору [21]. Все обнаруженные му-
танты: elp1∆, elp3∆, elp6∆, ncs2∆, ncs6∆ и kti12∆ ‒
были дефектны по модификации неоднозначных
оснований в антикодоне тРНК.

В представленной работе охарактеризованы
гены, делеция которых обеспечивает устойчи-
вость дрожжей к бору, и проанализированы меха-
низмы, лежащие в основе этой устойчивости. Об-
наружено, что во всех устойчивых к бору мутантах
конститутивно активирован путь общего амино-
кислотного контроля (GAAC) и экспрессия гена
ATR1, вследствие чего в них снижена внутрикле-
точная концентрация бора и повышена устойчи-
вость к его токсичным уровням.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Рост дрожжей, питательные среды и транс-
формация. Saccharomyces cerevisiae дикого типа
BY4741 (MATa his3Δ1  leu2Δ0  met15Δ0  ura3Δ0;
EUROSCARF) и его изогенные делеционные му-
танты получены из библиотеки делеционных му-
тантов дрожжей. Клетки выращивали либо в YPD
(2% глюкозы, 1% дрожжевого экстракта, 2% пеп-
тона и 2% агара для твердых сред), либо в YNB
(азотистая основа дрожжевой питательной среды:
2% глюкозы, 0.67% дрожжевой азотистой основы
без аминокислот и 2% агара) с добавками необхо-
димых аминокислот и оснований. Дрожжи транс-
формировали, используя стандартный литий-
ацетатный метод [22].

Анализ устойчивости к бору. В экспериментах
использовали борную кислоту в качестве источ-
ника бора. Готовили чашки Петри с агаризован-
ной средой YPD или YNB, содержащей различ-
ные концентрации борной кислоты. Ночные
культуры разводили до оптической плотности
0.2 при 600 нм (OD600), а затем готовили серию
разведений c OD600 0.02, 0.002 и 0.0002. Аликвоты
по 5 мкл каждого разведения наносили на чашки

Петри, инкубировали в течение 3 суток при 30°C
и фотографировали.

Выделение РНК и ПЦР-анализ в реальном вре-
мени. Тотальную РНК выделяли из обработанных
бором и необработанных образцов с использова-
нием набора для выделения РНК (“Invitrogen”,
США). Примесь геномной ДНК удаляли обра-
боткой ДНКазой (“Fermentas”, Литва). Компле-
ментарную ДНК (кДНК) синтезировали на мат-
рице суммарной мРНК с использованием набора
First Strand cDNA Synthesis Kit (“Fermentas”).
кДНК использовали в качестве матрицы для ам-
плификации фрагментов гена ATR1 длиной 186 п.н.
и референсного гена размером 103 п.н. ПЦР в ре-
альном времени проводили в трех параллелях в
системе IQ5 Real-Time PCR System (“Bio-Rad”,
США) с использованием смеси Fermentas Maxi-
maTM SYBR Green qPCR Master (2×). ATR1 ам-
плифицировали со следующими праймерами:

ATR1F (5'-ACGCGTATAGCATAGCCGCTT-
TCA-3') и

ATR1B (5'-TGTAAGCCTGGTTCCAACCCGA-
TA-3').

ACT1 амплифицировали с праймерами:
ACT1F (5'-ACGTTCCAGCCTTCTACGTTTC-

CA-3') и
ACT1B (5'-ACGTGAGTAACACCATCACCG-

GAA-3').
Условия ПЦР-амплификации были следую-

щими: 40 циклов при 94°С в течение 30 с, 58°С в
течение 30 с и 72°С в течение 30 с.

Молекулярное клонирование. В экспериментах
по клонированию использовали систему клони-
рования Gateway (“Invitrogen”). Аллели дикого
типа исследуемых генов амплифицировали с ге-
номной ДНК дрожжей с использованием высо-
коточной ДНК-полимеразы (“Fermentas”). Ам-
плифицированные фрагменты клонировали в
вектор pDONR с использованием фермента BP
ClonaseTM II (“Invitrogen”), полученные плазми-
ды использовали в реакции с клоназой LR. Реак-
ция содержала очищенные входные плазмиды,
экспрессионный вектор pAG426GPD и смесь
ферментов LR ClonaseTM II (“Invitrogen”). Кор-
ректность полученных плазмид проверяли секве-
нированием, затем дрожжевые клетки трансфор-
мировали пустым вектором или плазмидой, экс-
прессирующей целевой ген, и отбирали колонии,
прототрофные по урацилу.

Анализ активности β-галактозидазы. Клетки
дикого типа и изогенные дрожжевые мутанты
трансформировали плазмидой p180, несущей ген
GCN4-lacZ [23]. Ночные культуры клеток дикого
типа, выращенные в жидкой среде YNB без до-
бавления урацила, разбавляли и после 2 ч инкуба-
ции культуры разделяли на две части: одну пере-
носили в колбу с 20 мМ борной кислотой, а дру-
гую – в колбу без борной кислоты. Культуры
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растили до оптической плотности (OD600) от 0.2
до 0.6 в течение 3 ч в присутствии бора, отбирали
500 мкл и лизировали в 400 мкл Z-буфера (60 мМ
Na2HPO4, 40 мМ NaH2PO4, 10 мМ KCl, 1 мМ
MgSO4, 50 мМ β-меркаптоэтанол и 0.2% N-лау-
рилсаркозин). После 30 мин предварительной
инкубации при 30°C в лизаты добавляли 150 мкл
Z-буфера с 4 мг/мл о-нитрофенил-β-D-галакто-
пиранозида (ONPG; “Sigma-Aldrich”, США) и
инкубировали при 30°C в течение 30 мин. Реак-
цию останавливали добавлением 400 мкл 1.5 М
Na2CO3 и полученную смесь центрифугировали в
течение 1 мин. Супернатанты отбирали, измеря-
ли их оптическую плотность при 420 нм (OD420) и
нормировали на значения OD600 клеток.

Определение внутриклеточной концентрации
бора. Мутантные клетки, устойчивые к бору, в экс-
поненциальной фазе роста обрабатывали 50 мМ
борной кислотой в течение 1 ч и собирали цен-
трифугированием, в контроле клетки ничем не
обрабатывали. Клетки промывали дистиллиро-
ванной водой и лизировали путем встряхивания
со стеклянными шариками в буфере для лизиса:
2% Triton X-100, 1% SDS, 100 мМ NaCl, 10 мМ
Tris-HCl (pH 7.6), 1 мМ EDTA. Лизаты осветляли
центрифугированием и полученные супернатан-
ты использовали для дальнейших исследований.
Концентрацию бора в разбавленных клеточных
экстрактах определяли с использованием Boron

Cell Test Kit (“Merck”, Германия). Метод основан
на изменении окраски реакционной смеси, что
детектируют спектрофотометрически, и обладает
высокой чувствительностью (0.05 мг бора/л). По-
лученные значения оптической плотности нор-
мализовали по оптической плотности соответ-
ствующих культур клеток. Эксперимент повторя-
ли три раза.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экспрессия генов, участвующих в образовании 
неоднозначных оснований, и толерантность к бору

Дрожжи дикого типа могут расти в присут-
ствии 75 мМ борной кислоты [15, 16]. Мутанты с
нарушенным образованием неоднозначных ос-
нований в антикодоне тРНК: elp1∆, elp3∆, elp6∆,
ncs2∆, ncs6∆ и kti12∆ ‒ способны выдерживать
концентрации борной кислоты вплоть до 125 мМ
(рис. 1а). С целью узнать, изменяется ли ответ
клеток на бор при активации экспрессии этих ге-
нов, мы их клонировали в клетках дикого типа и
создали условия для их избыточной экспрессии.
Согласно полученным результатам (рис. 1б),
сверхэкспрессия этих генов не изменяла ответ
клеток на стресс, вызванный бором. Таким обра-
зом, делеция, а не активация этих генов необхо-
дима для толерантности дрожжей к бору.

Рис. 1. Анализ толерантности дрожжевых штаммов к борной кислоте. а – Клетки дикого типа и резистентные к бору
мутанты, трансформированные пустым вектором p426. б – Клетки дикого типа, трансформированные плазмидами,
содержащими гены ELP1, ELP3, ELP6, NCS2, NCS6 и KTI12.
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Активность Gcn4 и экспрессия ATR1
в мутантных клетках

С целью понять механизмы, обеспечивающие
устойчивость к бору в мутантных штаммах, мы
оценили активность системы GAAC и экспрес-
сию гена ATR1. Предполагается, что всего не-
сколько генов обеспечивает толерантность дрож-
жей к бору, но их роль, за исключением ATR1, по-
ка не выяснена. Экспрессию ATR1 регулирует
транскрипционный фактор Gcn4 ‒ главный регу-
лятор генов биосинтеза аминокислот [15, 20]. Из-

вестно, что нарушение образования неоднознач-
ных оснований в антикодонах тРНК индуцирует
трансляцию Gcn4 [24]. Учитывая эти данные, мы
сосредоточились на определении статуса мутан-
тов по экспрессии генов GCN4 и ATR1.

Сначала, используя кодируемый плазмидой
репортерный белок Gcn4-LacZ [23], мы опреде-
лили относительную активность Gcn4 в мутант-
ных клетках в сравнение с клетками дикого типа
(см. рис. 2а). Обнаружено, что по сравнению с
клетками дикого типа активность Gcn4 во всех
мутантах выше в 1.4‒3.6 раза. После обработки
клеток мутантов борной кислотой активность
Gcn4 еще больше повышалась. Таким образом, в
мутантных штаммах с нарушением процесса обра-
зования неоднозначных оснований в тРНК повы-
шена активность системы GAAC. Индукция экс-
прессии гена-экспортера бора ATR1 – это одно из
проявлений активации системы GAAC. Фактиче-
ски, транскрипционный фактор Gcn4 одновре-
менно индуцирует экспрессию генов биосинтеза
аминокислот и гена ATR1 [15].

Далее определяли уровень экспрессии ATR1 в
мутантах. Судя по полученным результатам,
представленным на рис. 2б, в мутантных клетках
уровень экспрессии ATR1 от 5 до 20 раз выше, чем
в клетках дикого типа. Очевидно, что устойчивые
к бору мутанты имели конститутивно высокую
активность Gcn4 и экспрессию ATR1. Это может
быть причиной толерантности мутантов к борной
кислоте. Высокие уровни экспрессии ATR1 при-
водят к выбросу большего количества борной
кислоты из клеток мутантов, что снижает внутри-
клеточное содержание бора в них. Действитель-
но, внутриклеточные уровни бора в мутантах ни-
же, чем в клетках дикого типа (см. рис. 2в).

Сверхэкспрессия ATR1 с плазмиды приводит
к дополнительному повышению

резистентности мутантов к бору
С целью выяснить, можно ли еще больше по-

высить устойчивость к бору за счет дополнитель-
ной экспрессии гена ATR1 в резистентных к бору
мутантах, клетки трансформировали высококо-
пийной по гену ATR1 плазмидой. Согласно полу-
ченным результатам (рис. 3), мутанты elp3Δ и
ncs6Δ, сверхэкспрессирующие ATR1, были толе-
рантны к борной кислоте в концентрации 350 мМ,
в то время как чувствительность к борной кислоте
у других трансформантов была сходна со штам-
мом дикого типа.

Мутанты с нарушенным биогенезом
неоднозначных оснований тРНК

не проявляют осмотолерантности
Предполагается, что ответ клеток на высокое

осмотическое давление путем синтеза глицерина
(HOG pathway) вовлечен в реакцию дрожжей на

Рис. 2. Определение активности Gcn4, уровня мРНК
ATR1 и внутриклеточной концентрации бора в дрож-
жевых штаммах. а – Штаммы дикого типа (WT) и
устойчивые к бору мутанты трансформировали плаз-
мидой, содержащий репортерный ген GCN4-lacZ.
Культуры в логарифмической фазе роста обрабатыва-
ли 20 мМ борной кислоты (20 мМ) в течение 3 ч. В
контроле обработку борной кислотой не проводили.
Активность β-галактозидазы определяли, как описа-
но в “Экспериментальной части”. б – Экспрессию ге-
на ATR1 в штамме дикого типа и устойчивых к бору
мутантах определяли с помощью ПЦР в реальном вре-
мени. Ген β-актина использовали в качестве рефе-
ренсного гена. в – Относительное внутриклеточное со-
держание бора в штаммах дикого типа и мутантах, обра-
ботанных 50 мМ борной кислоты в течение 1 ч. Данные
представлены как средние значения ± SD, рассчитан-
ные по результатам трех независимых экспериментов.
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борную кислоту [25]. С целью выяснить, прояв-
ляют ли мутанты повышенную устойчивость к со-
ли и сорбитолу, штаммы растили на чашках Пет-
ри с агаром, содержащим различные концентра-
ции соли (NaCl) или сорбитола. В результате
между мутантами и клетками дикого типа не об-
наружено никаких различий в отношении толе-
рантности к соли и сорбитолу (рис. 4). На основа-
нии полученных данных можно предполагать,

что боррезистентный фенотип мутантов обуслов-
лен не общей реакцией клеток на стресс, а скорее
специфичным ответом на бор.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Нами показано, что фактор транскрипции Gcn4

и эффлюксный насос бора Atr1 активированы в
дрожжевых мутантах с делецией генов, участвую-

Рис. 3. Сверхэкспрессия гена ATR1, кодирующего эффлюксный насос бора, усиливает толерантность мутантов к бору.
Каждый штамм, в том числе дикого типа (WT), трансформировали плазмидой pATR1 и растили в присутствии указан-
ных концентраций борной кислоты.

Борная кислота, мМ
0 200 250 300 325 350

WT-pATR1
�elp1-pATR1
�elp3-pATR1
�elp6-pATR1

�ncs6-pATR1
�ncs2-pATR1

�kti12-pATR1

Рис. 4. Анализ ответа на осмотический стресс резистентных к бору мутантов дрожжей. Штаммы дикого типа (WT) и
мутанты растили до логарифмической фазы роста, делали серию разведений до оптической плотности 0.2, 0.02, 0.002
и 0.0002 при длине волны 600 нм. По 5 мкл каждого разведения наслаивали на твердую питательную среду YPD, со-
держащую указанное количество хлорида натрия (а) или сорбитола (б). Чашки Петри инкубировали при 30°C в тече-
ние 3 суток и затем фотографировали.
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щих в синтезе неоднозначных оснований тРНК.
Транспортные РНК относятся к ключевым компо-
нентам системы биосинтеза белка и претерпевают
множество посттранскрипционных модификаций.
Гипомодификация неоднозначных оснований,
по-видимому, очень важна в регуляции трансля-
ции. В частности U34, считывающий третью по-
зицию в кодонах, часто подвергается модификаци-
ям, которые модулируют спаривание неоднознач-
ных оснований и способствуют эффективному
распознаванию кодонов. Многие тРНК дрожжей
модифицированы по U34, и в этот процесс во-
влечено более двух десятков генов, включая
комплекс элонгаторов (Elp1–Elp6), гены устой-
чивости к киллер-токсину (Kti11–Kti14) и ури-
динтиолирующие лигазы (Ncs2 и Ncs4) [26, 27].
Все мутанты, охарактеризованные нами в этой
работе, связаны с модификациями U34, а, по ли-
тературным данным, их отсутствие приводит к
формированию различных фенотипов ответа на
различные виды стресса [28, 29]. При некоторых
обстоятельствах отсутствие модификаций тРНК
может быть полезным для клеток: например, не-
достаточное тиолирование неоднозначных осно-
ваний придает клеткам устойчивость к стрессу
эндоплазматического ретикулума [30]. Теперь на-
ми показано, что отсутствие модификаций U34
обеспечивает устойчивость к бору.

На основании полученных нами результатов и
данных литературы можно сделать вывод, что из-
менения в паттерне модификаций тРНК по U34
опосредуют клеточный ответ на различные виды
стресса. Достаточно хорошо известно, что проис-
ходит с машинерией синтеза белка в отсутствие
модификаций тРНК: замедление трансляции,
перекодирование и синтез неправильных белков
[27]. Однако в большинстве случаев неясно, как
модификации тРНК регулируют реакцию на
стресс.

Механизм толерантности к бору у мутантов
elp1∆, elp3∆, elp6∆, ncs2∆, ncs6∆ и kti12∆ можно
объяснить индукцией биосинтеза эффлюксного
насоса бора Atr1 через фактор транскрипции Gcn4.
Возможно участие и других механизмов. Напри-
мер, тРНК в этих мутантах может ускользать от
расщепления. Как часть ответа на стресс, тРНК
подвергается гидролизу специфичными нукле-
азами. Так, при аминокислотном голодании в
Tetrahymena thermophila и Aspergillus fumigatus про-
исходит расщепление тРНК [31, 32]. Окислитель-
ный стресс в Saccharomyces cerevisiae также приво-
дит к расщеплению тРНК в антикодоновой петле
[33, 34]. Механизмы и функциональная значи-
мость расщепления тРНК в различных стрессо-
вых условиях пока не ясны, но не исключено, что
этот процесс играет регуляторную роль при отве-
те клеток на стресс.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Turkish Scientific and Research Council (TÜBİTAK;
грант 110T917 для Ahmet Koc).
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tRNA WOBBLE BASE MODIFICATIONS AND BORIC ACID RESISTANCE 
IN YEAST: BORON-RESISTANT DELETION MUTANTS INDUCE THE GENERAL 

AMINO ACID CONTROL MECHANISM AND ACTIVATE BORON EFFLUX
İ. Uluisik1, 2, H. C. Karakaya1, and A. Koc1, 3, *

1Department of Molecular Biology and Genetics, Izmir Institute of Technology, İzmir, 35430 Turkey
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Boric acid is essential for plants and has many vital roles in animals and microorganisms. However, its high doses
are toxic to all organisms. We previously screened yeast deletion collections to identify boric acid-resistant and sus-
ceptible mutants to identify genes that play a role in boron tolerance. Here, we analyzed boron resistant mutants
(elp1∆, elp3∆, elp6∆, ncs2∆, ncs6∆ and kti12∆) for their abilities to modulate the general amino acid control sys-
tem (GAAC) and to induce boron efflux pump ATR1. The mutants analyzed in this study lack the genes that play
roles in tRNA Wobble base modifications. We found that all of the boron resistant mutants activated Gcn4-depen-
dent reporter gene activity and increased the transcript level of the ATR1 gene. Additionally, boron resistant cells
accumulated less boric acid in their cytoplasm compared to the wild type cells upon boron exposure. Thus, our
findings suggested that loss of wobble base modifications in tRNA leads to GAAC activation and ATR1 induction,
which in turn reduced intracellular boron levels and caused boron resistance.

Keywords: boron, boric acid, tRNA, Wobble base, boron resistance, elongator complex, yeast, general amino
acid control
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