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Мягкий тепловой стресс индуцирует синтез белков теплового шока (БТШ) и раз-

витие устойчивости к жесткому тепловому шоку. Это явление известно как индуциро-
ванная термотолерантность. Ранее было показано, что митохондрии участвуют в акти-
вации экспрессии БТШ (Рихванов и др., 2014). Продукция АФК рассматривается как 
вероятный триггер синтеза БТШ, а митохондрии могут быть его основным источником 
(Рихванов и др., 2014). Ранее нами было показано, что внутренняя и внешние митохон-
дриальные NADH–дегидрогеназы дрожжей участвуют в повышении продукции АФК 
(Fedoseeva et al., 2017). В клетках дрожжей функционируют две внешние NADH–
дегидрогеназы (Nde1p и Nde2p) и одна внутренняя (Ndi1p). Поэтому целью настоящей 
работы являлось изучение роли этих ферментов в ответе дрожжевой клетки на тепловое 
воздействие. Для этого сравнивали термотолерантность, индуцированную термотоле-
рантность, индукцию синтеза Hsp104p и продукцию АФК в клетках дрожжей с нару-
шением функционирования митохондриальных NADH–дегидрогеназ.  

Материалы и методы 
В работе использовали штаммы Saccharomyces cerevisiae W303-1A (родительский 

тип, РТ) и мутанты, в которых отсутствуют внешние (nde1Δ и nde2Δ) и внутренняя 
(ndi1Δ) NADH–дегидрогеназы. Эксперименты выполняли по методикам, опубликован-
ным ранее (Fedoseeva et al., 2017). 

Результаты 
При выращивании дрожжей в качестве источника углерода использовали глюкозу 

(репрессированный дыхательный метаболизм) или галактозу (активный дыхательный 
метаболизм). Глюкоза подавляет дыхательный метаболизм митохондрий, в том числе, 
активность митохондриальных NADH–дегидрогеназ. Галактоза – слабо ферментируемый 
сахар и, соответственно, активирует NADH–дегидрогеназы. Сравнение базовой термото-
лерантности на среде с глюкозой показало, что клетки ndi1Δ мутанта отличаются повы-
шенной устойчивостью к тепловому воздействию. У мутанта nde2Δ также незначительно 
повышалась термотолерантность. Различий между nde1Δ мутантом и РТ не было обна-
ружено. При активации дыхательного метаболизма на среде с галактозой различий по 
термотолерантности не наблюдалось. Таким образом, делеция гена NDI и в меньшей сте-
пени NDE2 повышает термотолерантность в условиях репрессированного дыхательного 
метаболизма. Этот эффект подавляется при активации дыхательного метаболизма. 

На следующем этапе изучали эффект делеций изучаемых генов на развитие инду-
цированной термотолерантности. Для этого клетки, выращенные при 30 °С на среде с 
глюкозой или галактозой, обрабатывали при 39 °С и подвергали жесткому тепловому 
воздействию 50 °С. Как и ожидалось, предварительная обработка 39 °С повышала ус-
тойчивость клеток при последующем жёстком тепловом воздействии. На среде с глю-
козой утрата NDE1 не влияла на развитие индуцированной термотолерантности, а де-
леция генов NDE2 и NDI, напротив, ее стимулировала (рис. 1, а). Другие результаты 
были получены при использовании галактозы (см. рис. 1, а). Не было обнаружено раз-
личий между клетками мутантов nde2Δ и ndi1Δ и РТ. Интересно отметить, что отсутст-
вие гена NDE1 снижало развитие индуцированной термотолерантности. 
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Синтез Hsp104p повышается при мягком тепловом воздействии 39 °С (рис. 1, б). 
Несмотря на то, что утрата изучаемых генов по-разному влияла на индуцированную 
термотолерантность (см. рис. 1, а), не было обнаружено значительных различий по 
уровню синтеза Hsp104p в клетках РТ и мутантов как при инкубации клеток на среде с 
глюкозой, так и с галактозой (см. рис. 1, б). 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Рис. 1. Индуцированная термотолерантность (а) и индукция синтеза Hsp104p (б) в 
клетках мутантов nde1Δ, nde2Δ и ndi1Δ.  

Клетки штаммов родительского типа W303-1A (PT) и мутантов nde1Δ, nde2Δ и ndi1Δ вы-
ращивали на среде с глюкозой или галактозой инкубировали при 39 °C (30 мин) и (а) подверга-
ли действию теплового шока 50 °С (глюкоза – 8 мин; галактоза – 16 мин), после чего определя-
ли выживаемость с помощью подсчёта колониеобразующих единиц (КОЕ) спустя 24-48 ч ин-
кубации при 30 °C, или (б) выделяли общий белок и проводили вестерн-блоттинг. Представле-
ны данные трёх или четырёх независимых экспериментов ± SE. 
 

Повышение продукции АФК рассматривается как индуктор экспрессии стрессо-
вых генов (Рихванов и др., 2014). Тепловой шок 45 °С вызывал значительное усиление 
продукции АФК как на глюкозе, так и на галактозе (рис. 2). На среде с глюкозой не на-
блюдалось различий по уровню АФК. Напротив, на среде с галактозой утрата генов 
NDE1 и NDI1 снижала продукцию АФК. 

Обсуждение 
В условиях репрессированного дыхательного метаболизма (при выращивании на 

глюкозе) наблюдается снижение активности ряда митохондриальных ферментов, в том 
числе митохондриальных NADH–дегидрогеназ (Mailloux, 2015). Полученные результа-
ты показывают, что, несмотря на репрессию АТФ-генерирующих функций митохонд-
рий, Nde2p и Ndi1p играют важную роль в ответе дрожжевой клетки на тепловое воз-
действие. Делеция генов, кодирующих эти ферменты, не влияла на синтез Hsp104p, но 
повышала базовую и индуцированную термотолерантность. Утрата этих генов не при-
водила к достоверному снижению продукции АФК. Поэтому не наблюдалось связи 



 149 

между развитием индуцированной термотолерантности, синтезом Hsp104p и усилением 
продукции АФК при тепловом шоке.  

 

 
 

Рис. 2. Продукция АФК в клетках одиночных nde1Δ, nde2Δ и ndi1Δ мутантов при те-
пловом шоке.  

Клетки штаммов родительского типа W303-1A (PT), одиночных nde1Δ, nde2Δ и ndi1Δ му-
тантов выращивали на среде с глюкозой или галактозой и инкубировали при 45 °C. Флуорес-
ценцию DCF (2′, 7′-dichlorofluorescein diacetate) измеряли сразу же после окончания теплового 
шока 45 °C, 10 мин. Представлены данные трёх или четырёх независимых экспериментов ± SE. 

 
Ген NDI1 S. cerevisiae кодирует внутреннюю митохондриальную NADH–

дегидрогеназу и является дрожжевым митохонриальным гомологом фактора, вызы-
вающего апоптоз у млекопитающих (Li et al., 2006). Белок Ndi1p участвует в апоптозе 
при различных стимулах. Делеция этого гена повышает устойчивость к H2O2, ионам Mn 
и уксусной кислоте (Cui et al., 2012). Участие Ndi1p в апоптозе не зависит от его 
NADH–дегидрогеназной активности и определяется выходом N-конца этого белка из 
митохондрий в цитозоль.  

Мы полагаем, что в условиях репрессированного дыхания Nde2p и Ndi1p выпол-
няют аналогичную функцию в клетках дрожжей при тепловом шоке. Тепловое воз-
действие вызывает выход Ndi1p и, возможно, Nde2p из митохондрий в цитозоль, в ре-
зультате смещается равновесие между защитной программой и программой клеточ-
ной гибели. 
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