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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 
 

Актуальность темы и степень разработанности 
 

Митохондрии, помимо общеизвестной энергетической роли, выполняют 
и другие ключевые функции в клетке. Они прочно интегрированы в об-
щий клеточный обмен, играют основную роль в таких глобальных про-
цессах, как проведение клеточных сигналов, пролиферация, воспаление, 
выбор клетки между жизнью и смертью [Рогов и др., 2019]. В то же вре-
мя они являются основными источниками активных форм кислорода 
(АФК) в клетке, дисфункция митохондрий приводит к развитию окисли-
тельного стресса (OC), играющего решающую роль в возникновении 
многочисленных возрастных заболеваний, включая артрит, диабет, де-
менцию, рак, атеросклероз, сосудистые заболевания, ожирение, остеопо-
роз и др. [Rogov et al. 2019; Barbouti et al. 2020]. 
ОС может приводить к необратимой фрагментации митохондрий и стать 
отправной точкой для запуска запрограммированной клеточной гибели. 
Митохондрии являются динамичными органеллами, постоянно подвер-
гающимися слиянию в общую сеть и делению, при этом их число и каче-
ство должно отвечать энергетическим потребностям клетки. В клетке 
выработан сложный молекулярный механизм, отвечающий за удаление 
поврежденных или избыточных митохондрий – митофагия. В последнее 
время в литературе все чаще указывают на дисфункцию и фрагментацию 
митохондрий в качестве первичных маркеров нейродегенеративных за-
болеваний, в том числе связанных с отложением агрегатов белков [Zhang 
et al., 2017; Zhang et al. 2019].  
Дрожжи и высшие эукариоты, несмотря на резкие различия в структур-
ной организации клеток, имеют консервативные внутриклеточные моле-
кулярные механизмы, управляющие регуляцией сигнальных путей, фол-
динг белков, контроля качества митохондрий, секреторных путей и даже 
клеточной смерти и выживания. Более того, дрожжи, простейшие эука-
риотические организмы, с их быстрым ростом на простых средах опре-
деленного состава, быстрым ответом на факторы стресса, относительной 
простотой генетических манипуляций и наличием высокопроизводи-
тельных технологий скрининга [Sampaio-Marques and Burhans, 2019; Co-
ronas-Serna and Valenti, 2020], становятся все более популярной, а иногда 
и предпочтительной моделью для понимания разных аспектов клеточной 
биологии и патологий человека. 
В настоящее время все больше исследований посвящено ОС и митохон-
дриальной дисфункции. Патологии, связанные с митохондриальной дис-
функцией, можно разделить на две большие группы: первая, вызываемая 
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мутациями и передающимися наследственным путем, и вторая, связан-
ная с дисфункцией митохондрий, вызываемой старением организма, вос-
палением и аутоиммунными процессами, при которых в клетках разви-
вается ОС. Предлагаются различные подходы в лечении и профилактике 
социально значимых заболеваний, в том числе с использованием антиок-
сидантов, а в ряде случаев и прооксидантов - для лечения рака. Остается 
нерешенной проблема доставки лекарственных препаратов к их мише-
ням в организме и необходимость применения их в высоких концентра-
циях, что может приводить к побочным действиям. Наиболее перспек-
тивными веществами в решении данной проблемы могут выступать ми-
тохондриально-направленные липофильные катионы, обладающие ад-
ресной доставкой в клетки и митохондрии в соответствии с мембранным 
потенциалом, генерируемым на цитоплазматической и митохондриаль-
ной мембранах. Прежде чем переходить к их клиническим и даже докли-
нических исследованиям, необходимо оценить их влияние на биоэнерге-
тику клетки, показать эффективность и безопасность.  
Таким образом, целью работы явилось изучение влияния новых мито-
хондриально-направленных антиоксидантов и прооксидантов на функ-
циональные параметры изолированных митохондрий печени крысы, а 
также изучить взаимосвязь между ОС, дисфункцией и фрагментацией 
митохондрий, митофагией и гибелью клеток дрожжей. 
В соответствии с этой целью были поставлены следующие задачи: 

1) Изучить свойства новых синтезированных митохондриально-
направленных антиоксиданта SkQThy и прооксиданта SkQN, ис-
пользуя в качестве моделей выделенные прочно-сопряженные ми-
тохондрии печени крысы и клетки дрожжей Yarrowia lipolytica и 
Dipodascus magnusii. 

2) Изучить распространение индуцированного прооксидантом ОС в 
клетках дрожжей D. magnusii. 

3) Изучить влияние ОС на фрагментацию митохондрий и митофагию 
в клетках дрожжей Saccharomyces cerevisiae, используя мутанты с 
делециями генов, кодирующих белки митофагии. 

Научная новизна. Исследовано действие новых митохондриально-
направленных антиоксиданта SkQThy и прооксиданта SkQN на выделен-
ные митохондрии печени крысы и клетки дрожжей. Показано, что 
SkQThy является наиболее эффективным антиоксидантом из семейства 
SkQ, а SkQN как прооксидант более эффективен, чем другой митохон-
дриально-направленным прооксидант MitoK3. На клетках S. cerevisiae 
показана необходимость митофагии в устойчивости к ОС. Впервые на 
дрожжевых клетках прослежена динамика развития ОС, индуцированно-
го прооксиднтом терт-бутилпероксидом. Он возникал вначале только в 
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митохондриях, а затем выявлялся в объеме всей клетки (генерализован-
ный ОС). Показано, что фрагментация митохондрий запускалась мито-
хондриальными АФК и всегда предшествовала генерализованному ОС. 
Теоретическая и практическая значимость работы. Полученные дан-
ные указывают на участие фрагментации митохондрий и митофагии в 
качестве защитных механизмов при действии ОС на клетки. Тот факт, 
что фрагментация митохондрий предшествует генерализованному ОС и, 
по литературным данным, является первичным маркером ряда нейроде-
генеративных заболеваний, в частности, болезни Альцгеймера, означает, 
что предотвращение фрагментации митохондрий может быть новой 
стратегией в борьбе с нейродегенеративными заболеваниями. Показан-
ное нами исходное развитие ОС в митохондриях указывает на важность 
и перспективность использования митохондриально-направленных пре-
паратов в лечении заболеваний, связанных с окислительным стрессом. 
SkQThy, по нашим данным, является наиболее эффективным и перспек-
тивным из всех до сих пор исследованных митохондриально-
направленных антиоксидантов.   
Основные положения диссертации, выносимые на защиту. 
1) SkQThy оказался наиболее эффективным антиоксидантом из всех ра-
нее изученных митохондриально-направленных антиоксидантов, более 
того не имеющим прооксидантной активности при увеличении концен-
траций. Он не только предотвращал фрагментацию митохондрий, вы-
званную ОС, но и обращал её. SkQThy может быть рекомендован в каче-
стве потенциального терапевтического средства при борьбе с патология-
ми, связанными с окислительным стрессом. 
2) SkQN оказывал прооксидантное действие на митохондрии печени 
крысы и дрожжевые клетки. SkQN оказался более эффективным проок-
сидантом по сравнению с MitoK3, но обладал более мягким побочным 
действием на митохондрии дрожжей. SkQN может быть рекомендован в 
качестве потенциального терапевтического средства при лечении рако-
вых заболеваний.   
3) Впервые продемонстрированно внутриклеточное распространение ОС 
в клетках дрожжей. Доказано, что фрагментация митохондрий предше-
ствовала генерализованному окислительному стрессу в дрожжах.   
4) Установлено, что нарушения митофагии влияют на устойчивость 
дрожжей S. cerevisiae к ОС, а фрагментация митохондрий не является 
фактором, необходимым для запуска митофагии у дрожжей. 
Апробация работы. Основные результаты работы были представлены 
на следующих научных конференциях: XI Молодежная школа-
конференция с международным участием «Актуальные аспекты совре-
менной микробиологии» – 2016, Москва; International Conference 
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«Biomembranes 2016: Mechanisms of Aging and Age-Related Diseases» –
2016, Долгопрудный; ХХIХ - ХХХII Зимние молодежные научные шко-
лы «Перспективные направления физико-химической биологии и био-
технологии» – 2017, 2018, 2019, 2020 Москва; Международный моло-
дежный научный форум Ломоносов – 2018, 2019, Москва. 3rd Internation-
al Conference «Homo Sapiens Liberatus» – 2020, Moscow; 3-й Российский 
микробиологический конгресс – 2021, Псков. 
По материалам диссертационной работы опубликовано 6 статей в 
зарубежных и отечественных журналах, входящих в перечень ведущих 
рецензируемых журналов и изданий ВАК РФ, и 12 тезисов в материалах 
конференций. 
Личный вклад автора. Автор проводил сбор и анализ литературных 
данных по теме исследования, принимал непосредственное участие в 
получении всех результатов и их интерпретации.  
Методы исследования. В работе использовали широкий спектр биохи-
мических методов, ряд методов микробиологии и клеточной биологии 
(культивирование микроорганизмов, проточная цитометрия, флуорес-
центная микроскопия). 
Структура и объем работы. Работа изложена на 102 страницах печат-
ного текста, содержит 43 рисунка. Диссертационная работа состоит из 
введения, обзора литературы, описания материалов и методов исследо-
вания, результатов и обсуждения, заключения и выводов. 

 
ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

 
Обзор литературы 

 
В обзоре литературы рассмотрено современное состояние исследований 
в области ОС клетки и митохондрий как основного источника АФК. По-
дробно рассмотрен процесс фрагментации и слияния митохондрий, под-
черкнуты различия в процесс митофагии у животных клеток и дрожжей. 
Представлены последние работы в области исследования митохондри-
ально-направленных антиоксидантов.  

 
Материалы и методы 

 
Организмы и условия выращивания дрожжевых клеток. В работе 
использовали дрожжи аэробного типа обмена Y. lipolytica и D. magnusii. 
Клетки выращивали в 750-мл колбах Эрленмейера при 28°C на роторной 
качалке (220 об/мин) на полусинтетической среде, содержащей в каче-
стве источника углерода и энергии 1,3% сукцинат (Y. lipolytica) или 1%-
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ый глицерин (D. magnusii.), и собирали в ранней экспоненциальной фазе 
роста (ОП540 нм = 1). 
Дрожжи S. cerevisiae W303 и их мутанты, выращивали на полусинтети-
ческих селективных средах, содержащих в качестве источника углерода 
0,9%-ую галактозу с добавлением 0,1%-ого глицерина. 
Прочно-сопряженные митохондрии печени крысы выделяли по мето-
ду, разработанному в лаборатории [Rogov et al., 2016)]. 
Скорость поглощения кислорода определяли полярографическим ме-
тодом в ячейке c закрытым кислородным электродом типа Кларка. Ос-
новная среда инкубации содержала 0,21 М маннит, 0,09 М сахарозу, 2 
мМ Трис-фосфатный буфер, рН 7,2, 0,5 мM ЭГТА, 20 мM Трис-сукцинат 
+ ротенон (2 мкг/мг белка). 
Потенциал, генерируемый на внутренней митохондриальной мем-
бране, регистрировали на спектрофотометре Beckman Сoulter DU-650 
(США), используя двухвалковой режим (511–533 нм) с 20 мкМ сафрани-
ном O в качестве потенциал-зависимого зонда.  
Набухание митохондрий определяли на спектрофотометре Varian Cary 
300 Bio (США) по уменьшению оптической плотности митохондриаль-
ной суспензии при 540 нм. Основные среды инкубации были дополнены 
40 мМ KCl.  
Об открытии неспецифической Са2+/Pн-зависимой поры в митохон-
дриях печени крысы судили, как принято в литературе [Bernardi et al., 
2006], по совокупности двух параметров – уменьшению мембранного 
потенциала и высокоамплитудному набуханию митохондрий, выделен-
ных и инкубированных в средах без ЭГТА.  
Синтез ATP митохондриями регистрировали с помощью метода (с фе-
ноловым красным), основанного на регистрации небольшого сдвига рН 
при превращении ADP в ATP [Zharova and Vinogradov, 2006], слегка мо-
дифицированногоОсновная среда инкубации была дополнена 6 мкМ 

Ap5A (ингибитором аденилаткиназы) и митохондриями (0,2 мг бел-
ка/мл).  
Образование пероксида водорода митохондриями определяли путем 
измерения окисления Amplex Red, сопряженного с ферментативным вос-
становлением пероксида водорода пероксидазой хрена. Основная среда 
инкубации была дополнена 6 мМ аминотриазолом (ингибитором катала-
зы), 5 мкМ Amplex Red, пероксидазой хрена (9 м.е./мл) и митохондриями 
(0,25 мг белка/мл). Флуоресценцию резоруфина, продукта окисления 
Amplex Red, измеряли при комнатной температуре с помощью спектро-
флуорофотометра Shimadzu RF 5301 PC (Япония) при 563/587 нм (длины 
волн возбуждения и испускания, соответственно).  
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Жизнеспособность дрожжевых клеток определяли методом проточной 
цитометрии после их окрашивания 1,5 мкМ Propidium Iodide (PI) или 
SYTOX Green Dead Cell Stain с помощью проточного цитометра Becton 
Dickinson FACSCalibur (США), снабженного лазером с длиной волны 
испускания 488 нм и детекторами, регистрирующим флуоресценцию в 
красной и зеленой области спектра. 
Окислительный стресс в клетках дрожжей индуцировали добавлени-
ем прооксиданта трет-бутилгидропероксида (t-BHP) и определяли по 
изменению интенсивности флуоресценции маркеров активных форм 
кислорода H2DCF-DA, MitoSOX Red, Dihydroethidium. Флуоресценцию 
измеряли с помощью проточного цитометра Becton Dickinson 
FACSCalibur (США). 
Для визуализации митохондрий в клетках D. magnusii, в контроле и 
после воздействия различных веществ, клетки окрашивали флуоресцент-
ным зондом MitoTracker Green FM. Фрагментацию митохондрий в клет-
ках оценивали, используя микроскоп Zeiss Axioskop 40, 100× с иммерси-
онным объективом, (Germany).   
Для time-lapse микроскопии клетки D. magnusii, собранные в экспонен-
циальной фазе роста, окрашивали 15 мкМ H2DCF-DA и 1 мкМ MitoSOX 
Red в течение 30 мин. Окрашенные клетки осаждали в планшетах для 
микроскопии, покрытых конканавалином А, и подвергали воздействию 
750 мкМ t-BHP. Визуализацию клеток проводили с интервалом в 3 мин с 
использованием инвертированного моторизованного микроскопа Nikon 
Eclipse Ti-E с системой автофокусировки PerfectFocus (Япония).  
Для выявления взаимосвязи митофагии и ОС клетки дрожжей S. 
cerevisiae выращивали на несбраживаемых субстратах (галактоза + гли-
церин), что предполагает обязательное участие митохондрий в энерго-
снабжении клеток. Клетки выращивали до ранней экспоненциальной фа-
зы роста (ОП=1) и нагружали 200 нМ MitoTracker Green FM в течение 30 
мин. О протекании процесса митофагии судили по уменьшению объема 
митохондрий.  ОС индуцировали добавлением прооксиданта t-BHP. Для 
всех вариантов были получены 3D модели митохондриальных структур в 
условиях нормоксии и ОС, которые анализировали под микроскопом 
EVOS M7000 Imaging System. Съемку осуществляли с помощью системы 
визуализации Thermo Fisher Evos M7000 (USA) c соответствующим 
набором флуоресцентных кубов и моторизованным столиком. Деконво-
люцию проводили по алгоритму Richardson-Lucy.  
Статистический анализ. Все эксперименты проводились не менее трех 
раз со сходными результатами. В цитометрических исследованиях ана-
лизировали 15000 клеток; при исследовании распространения окисли-
тельного стресса в клетках дрожжей в каждом опыте анализировали не 
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менее 100 клеток. Данные представлены в виде Xmean ± SD; n = 3. Ста-
тистический анализ проводился с помощью одностороннего теста 
ANOVA. 

Основные результаты исследования и их обсуждение 
 

Влияние SkQThy на  
выделенные митохондрии печени крысы и клетки дрожжей 

 
Как указывалось выше, ОС играет решающую роль в возникновении 
многочисленных возрастных и нейродегенеративных заболеваний. 
Наиболее перспективными в ослаблении ОС являются митохондриально-
направленные липофильные антиоксиданты-катионы, имеющие суще-
ственные преимущества по сравнению с классическими водораствори-
мыми антиоксидантами, поскольку они транспортируются в клетки и 
митохондрии в соответствии с мембранным потенциалом, генерируемым 
на цитоплазматической и митохондриальной мембранах, благодаря чему 
их концентрация в митохондриях может увеличиваться на несколько по-
рядков по сравнению с исходной. Более того, липофильные антиокси-
данты имеют высокий коэффициент распределения в мембране, в ре-
зультате чего их концентрация в мембране увеличивается еще на четыре 
порядка. Наконец, являясь компонентами дыхательной цепи или их ана-
логами, они восстанавливаются (регенерируются) дыхательной цепью, 
что обеспечивает их многократное функционирование. Это позволяет 
использовать их в низких, нетоксичных концентрациях. В рамках проек-
та, руководимого В.П. Скулачевым, был синтезирован митохондриально-
направленный антиоксидант SkQThy (Рис. 1, а), производное тимохино-
на, и мы сравнивали его действие с действием ранее синтезированным 
антиоксидантом SkQ1 (Рис. 1, б).  
 

  

 
Рис. 1. Структурные формулы а) SkQThy [10-(2-изопропил-5-метил-
1,4-бензохинолил-6)децилтрифенилфосфоний] и б) SkQ1 [10-(6-
пластохинолил]децилтрифенилфосфоний. 

 

а) б) 
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В низких концентрациях SkQThy, так же, как и SkQ1, стимулировал ды-
хание в состоянии 4, что формально свидетельствовало о его разобщаю-
щем эффекте (Рис. 2). При этом так называемое «окно» между восходя-
щей и нисходящей частями кривой для SkQThy было шире, чем для 
SkQ1 свойство, важное для препаратов с потенциальным терапевтиче-
ским использованием. 
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Рис. 2. SkQThy и SkQ1 явля-
ются разобщителями. Основ-
ная среда инкубации была до-
полнена митохондриями (0,5 мг 
белка/мл).  
 

 
SkQ1 и SkQThy восстанавливались дыхательной цепью, снижали 
мембранный потенциал, промотировали открытие циклоспорин-
чувствительной Ca2+-Pi – зависимой неспецифической 
митохондриальной поры, ингибировали синтез ATP, в точном 
соответствии с их деполяризующим эффектом, связанным с совместным 
транспортом с эндогенными жирными кислотами (не показано). 
SkQ1 и SkQThy проявляли антиоксидантное действие в низких концен-
трациях и снижали как естественную продукцию пероксида водорода 
митохондриями, так и в присутствии прооксиданта t-BHP. Важно, что 
при увеличении концентраций SkQThy, в отличие от SkQ1, не проявлял 
прооксидантнго действия (Рис.3), что необходимо для потенциального 
терапевтического препарата для предотвращения ОС. 
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Рис. 3. Антиоксидантный 
эффект SkQ1 и SkQThy 
Основная среда инкубации 
была дополнена 5 мкМ 
Amplex Red, пероксидазой 
хрена (9 м.е), 6 мM амино-
триазолом и митохондриями 
(0,25 мг белка/мл). 
 

  
SkQThy был гораздо более эффективным антиоксидантом, чем SkQ1 и на 
клетках, снижая ОС, индуцированный t-BHP в клетках дрожжей Y. 
lipolytica, в присутствии гораздо более низких концентраций (Рис.4).  
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Рис. 4. SkQ1 и SkQThy снижали уровень окислительного стресса и 
клеточной смерти в дрожжах Y. lipolytica. Клетки предварительно  
инкубировали с 800 нМ SkQ1 или 250 нМ SkQThy в течение 1 ч., затем 
промывали свежей порцией среды инкубации, и инкубировали с 750 
мкМ t-BHP в течение 2 ч, после чего промыли в 50 мМ PBS, pH 5,5 и 
нагрузили красителями H2DCF-DA и Propidium Iodide в течение 30 мин. 
Популяции клеток анализировали методом проточной цитометрии. 
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В норме клетки дрожжей D. magnusii имеют разветвленный митохондри-
альный ретикулум (Рис. 5, a) Под действием прооксиданта t-BHP мито-
хондриальный ретикулум дрожжей D. magnusii фрагментируется (Рис.5, 
б). Предварительная инкубация клеток в течение часа с антиоксидантами 
предотвращала фрагментацию митохондрий, SkQThy (Рис.5, г.) и в этом 
случае оказался более эффективным антиоксидантов, вызывая тот же 
эффект при более низких концентрациях (Рис.5, в). Более того, митохон-
дриально-направленные антиоксиданты не только предотвращали, но и 
обращали фрагментацию митохондрий (Рис.5, д-е), способствовали вос-
становлению митохондриального ретикулума. При инкубации в свежей 
среде роста без антиоксидантов не происходило спонтанного восстанов-
ления митохондриального ретикуллума.  
 

 
 

  

а) б) 

г)

д)) 

в)

е) 
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Рис. 5. Митохондриально-направленные антиоксиданты SkQ1 и 
SkQThy предотвращали (в, г) и обращали (д, е) фрагментацию мито-
хондрий дрожжей D. magnusii. Клетки предварительно  инкубировали с 
800 нМ SkQ1 или 250 нМ SkQThy в течение 1 ч., затем промывали све-
жей порцией среды инкубации, и инкубировали с 750 мкМ t-BHP в тече-
ние 2 ч (в, г), в случае обращения фраагментации митохондрий сначала 
на клетки воздействовали прооксидантом, а затем в течение часа инку-
бировали с антиокидантом (д, е) после чего промыли в 50 мМ PBS, pH 
5,5 и нагрузили красителем 200 нМ MitoTracker Green. 

 
Таким образом SkQThy оказался наиболее эффективным из всех ранее 
изученных митохондриально-направленных антиоксидантов, более того 
он не проявлял прооксидантной активности при увеличении его концен-
траций. SkQThy может быть рекомендован в качестве потенциального 
терапевтического средства при борьбе с патологиями, связанными с ОС. 
 

Влияние прооксидантов SkQN и MitoK3 на выделенные митохон-
дрии печени крысы и клетки дрожжей 

 
Одним из современных направлений лечения раковых заболеваний явля-
ется использование прооксидантов, вызывающих окислительный стресс 
и запускающих запрограммированную гибель раковых клеток по пути 
апоптоза. В рамках проекта, руководимого В.П. Скулачевым, был синте-
зирован новый митохондриально-направленный (транспортирующийся в 
митохондрии) SkQN, конъюгат производного нафтохинона и децилтри-
фенилфосфония с предполагаемым прооксидантным действием. Мы 
сравнили его действие с таковым известного ранее прооксиданта MitoK3 
(Рис. 6).  

  

Рис. 6. Структурные  формулы SkQN [10- (1,4-Диоксо-1,4-
дигидронафталин-2-ил)децил] трифенилфосфоний (а) и MitoK3 (б) 
[10-(3-метил-1,4-Диокси-1,4-дигидронафталин-2-
ил)децил]трифенилфосфоний  

б) а) 
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Было исследовано влияние SkQN и MitoK3 на функциональные парамет-
ры выделенных митохондрии печени крысы.  SkQN и MitoK3 восстанав-
ливались компонентами дыхательной цепи митохондрий печени крысы 
(не показано) и увеличивали генерацию митохондриями пероксида водо-
рода, при этом SkQN был более эффективным прооксидантом при низ-
ких (до 15 мкМ) концентрациях (Рис.7).  
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Рис. 7. Прооксидантное действие SkQN и MitoK3 на изолирован-
ные митохондрии печени крысы. Основная среда инкубации была 
дополнена 6 мМ аминотриазолом (ингибитором каталазы), 5 мкМ Am-
plex Red, пероксидазой хрена (9 м.е./мл) и митохондриями (0,25 мг 
белка/мл). 

 
SkQN и MitoK3 в относительно низких концентрациях (до 10 и 15 мкМ 
соответственно) стимулировали дыхание в состоянии 4 (не показано), 
что является формальным признаком того, что они являются разобщите-
лями, и снижали мембранный потенциал (не показано), однако в присут-
ствии бычьего сывороточного альбумина, связывающего жирные кисло-
ты, стимуляции дыхания и снижения мембранного потенциала не 
наблюдалось. SkQN и MitoK3 ингибировали скорость синтеза АТР (не 
показано), ускоряли открытие неспецифической Ca2+/Pн зависимой цик-
лоспорин А-чувствительной митохондриальной поры (не показано), од-
нако все перечисленные эффекты были обусловлены их взаимодействи-
ем с жирными кислотами. В более высоких концентрациях (50 мкМ) 
SkQN ингибировал дыхание изолированных митохондрий в состоянии 3 
и в разобщенном состоянии (не показано).  
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Методом проточной цитометрии показано, что инкубация дрожжевых 
клеток с SkQN и MitoK3 вызывала окислительный стресс и гибель кле-
ток (Рис. 8).  
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Рис. 8. SkQN и МitoK3 вызывали окислительный стресс и гибель 
клеток дрожжей D. magnusii. Клетки выращивали до ОП = 1 и в тече-
ние 2-х часов инкубировали с проксидантами, после чего отмывали от 
него и нагружал красителями Dihydroethidium и SYTOX Green Dead 
Cell Stain. Популяции клеток анализировали методом проточной цито-
метрии.  

 
Мы проследили влияние SkQN и MitoK3 на морфологию митохондрий 
клеток дрожжей D. magnusii. Инкубация клеток в течение 2х часов с 
SkQN вызывала фрагментацию митохондрий. MitoK3 нарушал целост-
ность митохондриальной сети и самих митохондрий (Рис. 9). Эффектив-
ность митохондриально-направленного прооксиданта SkQN в сравнении 
с классическим t-BHP была гораздо выше, он действовал в более низких 
концентрациях. 
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Рис. 9. SkQN вызывал фрагментацию митохондрий, а MitoK3 раз-
рушал митохондрий дрожжей D. magnusii: контроль (а), инкубация 
клеток в течение 2х часов с 15 мкМ SkQN (б) и 15 мкМ MitoK3 (в). 

 
Развитие окислительного стресса в клетках дрожжей D. magnusii и 

его взаимосвязь с фрагментацией митохондрий 
 

В настоящее время преобладает точка зрения, что митохондрии являются 
основной инициаторной органеллой, ответственной за продукцию актив-
ных форм кислорода в клетке [Georgieva et al., 2017; Michalska et al., 
2018; Escobar-Henriques and Anton, 2020]. Механизмы, лежащие в основе 
распространения окислительного стресса внутри клетки, находятся в фо-
кусе внимания исследователей более 15 лет. Было высказано предполо-
жение, и затем доказано, что избыточный окислительный стресс запуска-
ется по принципу ROS-induced ROS release (RIRR) в соседних митохон-
дриях с высвобождением образовавшихся АФК в цитозоль. Было пред-
ложено несколько моделей RIRR [Zhang et al., 2016; Zorov and Juhaszova, 
2006, Millare et al., 2020], однако основные исследования были проведе-
ны на кардиомиоцитах, специфических клетках, в которых большая 
часть митохондрий плотно упакована между миофибриллами, образуя 
высокоупорядоченную сеть. В результате этого митохондрии практиче-
ски были лишены динамики (движения, слияния и деления). Очевидно, 
что кардиомиоциты не являются лучшей моделью для изучения взаимо-

а) б) в) 
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действия ОС и митохондриальной динамики. Дрожжи D. magnusii, в от-
личие от кардиомиоцитов, могут рассматриваться как типичная эукарио-
тическая клетка, в которой свободно движущиеся митохондрии подвер-
гаются слиянию и делению. Более того, эти клетки, благодаря своим 
уникальным гигантским размерам и, следовательно, простоте визуализа-
ции митохондрий, дают возможность анализировать большое количество 
индивидуальных клеток, используя современные методы проточной ци-
тометрии и Time-lapse микроскопии. 
ОС индуцировали добавлением 750 мкМ t-BHP, а детектировали мето-
дами флуоресцентной микроскопии, Time-lapse микроскопии и проточ-
ной цитометрии на протяжении 100 минут после начала воздействия 
прооксиданта. Для выявления различных форм АФК в клетке и их лока-
лизации использовали совместно два флуоресцентных зонда, которыми 
нагружались клетки до воздействия прооксиданта: H2DCFDA – маркер 
на пероксид водорода, обладающий после окисления зеленой флуорес-
ценцией, и MitoSox Red – митохондриально-направленный маркер на 
супероксид-анион радикал, обладающий спектром эмиссии в красной 
области. Использование данной пары зондов удобно, так, как окрашива-
ние MitoSox Red позволяет наблюдать и морфологию митохондрий. По-
казано, что воздействие прооксиданта t-BHP приводило сначала к появ-
лению активных форм кислорода только в митохондриях, а затем, спустя 
определенный лаг-период, к генерализованному (в масштабе целой клет-
ки) ОС (Рис. 10). Для каждого анализа использовали более 100 индиви-
дуальных клеток.  
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Рис. 10. Развитие ОС под дей-
ствием 750 мкМ t-BHP в клетках 
D. magnusii на протяжении 100 
минут (прослежено методом 
Time-lapse микроскопии). Красная 
флуоресценция – MitoSox Red, 
зеленая флуоресценция – DCF. 
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Предварительная инкубация клеток с SkQ1 существенно снижала про-
дукцию АФК митохондриями, лишь незначительно снижая генерализо-
ванный ОС (не показано). 
Фрагментация митохондрий всегда предшествовала генерализованному 
ОС и, вероятно, была связана с внутримитохондриальными АФК (Рис. 
11). За фрагментацию митохондрий принимался момент времени, когда в 
клетке не было образования удлиненных митохондрий. 
 

Рис. 11. Распределение во вре-
мени фрагментации митохон-
дрий и развития генерализован-
ного окислительного стресса 
(ОС) в клетках D. magnusii под 
действием 750 мкМ t-BHP. 

 

 
Митофагия в дрожжах Saccharomyces cerevisiae 

 
Целью этой части работы было проследить взаимосвязь между ОС и ми-
тофагией. Как известно, митофагия является основным элементом кон-
троля качества митохондрий. Фрагментация митохондрий является необ-
ходимым этапом митофагии в клетках млекопитающих. Для дрожжей 
этот вывод не столь однозначен [Мамаев и Звягильская, 2019]. Для ре-
шения этого вопроса, с помощью ведущего научного сотрудника в НИИ 
им А.Н. Белозерского Д.А. Кнорре и ведущего научного сотрудника ла-
боратории молекулярной генетики института Биохимии им. Баха А.И. 
Александрова была собрана коллекция мутантов дрожжей S. cerevisiae с 
одиночными делециями генов, кодирующих основные белки митофагии,  
ОС, вызванный инкубацией с t-BHP в течение двух часов, ожидаемо 
приводил к фрагментации митохондрий в клетках дикого типа S. 
cerevisiae, выращенных на галактозе (Рис.12.).  
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Рис. 12. Морфология митохондрий (3D модели) клеток дикого 
штамма дрожей S. сerevisiae в норме (а) и при действии 750 мкМ t-
BHP(б). Здесь и на последующих рисунках митохондрии окрашивали 
200 нМ MitoTracker Green и анализировали под микроскопом EVOS 
M7000 Imaging System, Termofisher. 

 
Мутанты с удаленными белками Dnm1 и Fis1(Рис.13.), ответствен-

ными за деление митохондрий, ожидаемо сохраняли развитый митохон-
дриальный ретикулум, ОС не вызывал полной фрагментации  

  

 

 

Рис.13. Морфология митохондрий (3D модели) мутантов S. сerevisiae с 
делецией генов, участвующих в митофагии (dnm1Δ, fis1Δ, atg5Δ, atg8Δ) в 
норме и при действии ОС, вызванного добавлением 750 мкМ t-BHP.  

 

а) б) 

750мкМ t-BHP 

  

dnm1Δ  fis1Δ atg5Δ atg8Δ  

Норма  
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митохондрий, но при этом изменял их структуру. 
Штамм с делецией atg5 (Рис.13.) изначально (в условиях нормоксии) об-
наруживал фрагментированные митохондрии.  
Мутанты, лишенные белков Atg8 (Рис.13.)  Atg1 (Рис.14.), и Atg11 
(Рис.14.), участвующие на различных стадиях образования фагофора, 
обладали хорошо развитым митохондриальным ретикулумом, но, в от-
личие от контрольного штамма, не теряли его в присутствии t-BHP.  
 

 

 

  
 

Рис.14. Морфология митохондрий (3D модели) мутантов S. сerevisiae с 

делецией генов, участвующих в митофагии (atg1Δ, atg11Δ) в норме и при 

действии ОС, вызванного добавлением 750 мкМ t-BHP.  

 

Норма  

750мкМ t-BHP 

  

аtg1Δ аtg11Δ 
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Для выявления роли эндоплазматического ретикулума (ЭР) в митофагии 
у дрожжей мы исследовали мутанты S. cerevisiae лишенные белков 
Mmm1, Mdm10 и Mdm34 входящих в комплекс ERMES (endoplasmic 
reticulum–mitochondria encounter structure) связывающий ЭР и митохон-
дрии. СО в дрожжах с отсутствующими белками комплекса ERMES уси-
ливал митофагию (Рис.15.). Очевидно, что белки ERMES, в особенности, 
Mdm10, необходимы для поддержания нормальной структуры митохон-
дрий. 

   

 

 

 

 

Рис.15. Морфология митохондрий (3D модели) мутантов S. сerevisiae 
с делецией генов комплекса ERMES в норме и при действии ОС, вы-
званного добавлением 750 мкМ t-BHP.  

 
Штамм дрожжей S. cerevisiae dnm1Δ и дикий штамм W303, который 
предварительно инкубировали с блокатором митохондриального деления 
Mdivi1, показывали более высокий уровень окислительного стресса и 
клеточной смерти под действием t-BHP или антимицина A, чем кон-
трольный штамм W303.  
Таким образом, нами были обнаружены некоторые неизвестные ранее 
факты о связи митофагии со структурой и динамикой митохондрий. Ми-
тофагия у дрожжей происходит даже при ингибировании митохондри-
ального деления. Фрагментация митохондрий дрожжей может нести за-
щитную функцию при ОС или нарушениях функции митохондрий. 
 

750мкМ t-BHP 

  

 mmm1Δ  mdm10Δ  Mdm34Δ 

Норма  
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                                                   ВЫВОДЫ 

1) SkQThy является наиболее эффективный антиоксидантом из всех до 
сих пор исследованных антиоскидантов семейства SkQ. SkQThy не толь-
ко предотвращал, но и обращал фрагментацию митохондрий в клетках 
дрожжей и может быть полезным для облегчения патологий, связанных с 
окислительным стрессом.   
2) SkQN и МitoK3 являются более эффективными прооксидантами чем t-
BHP.  SkQN вызывал фрагментацию митохондрий в то время как МitoK3 
вызывал боле глубокие разрушения митохондриальной структуры. SkQN 
может быть рекомендован в качестве терапевтического препарата для 
борьбы с некоторыми видами рака. 
3) При обработке дрожжевых клеток прооксидантом, окислительный 
стресс первоначально развивался только в митохондриях, вызывая их 
фрагментацию, которая предшествовала развитию генерализованного 
окислительного стресса. 
4) В отличие от высших эукариот, митофагия у дрожжей происходила 
даже при ингибировании митохондриального деления. Белки Atg5 и 
Mdm10 необходимы для поддержания нормальной структуры митохон-
дрий. Мутанты, лишенные белков Аtg1, Аtg8 и Аtg11, участвующих в 
образовании фагофора, были устойчивы к окислительному стрессу, со-
храняя митохондриальный ретикулум. 
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