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Неорганические полифосфаты (полиР) ‒ ли-
нейные полимеры, содержащие от нескольких до 
нескольких сотен ортофосфатных остатков и вы-
полняющие в  клетке многочисленные функции, 
включая резервирование фосфата и энергии, свя-
зывание катионов, образование мембранных кана-
лов, участие в формировании и функционировании 
клеточной оболочки, регуляцию экспрессии генов 
и активности ферментов и приспособление к стрес-
совым условиям (Kulaev et al., 2004; Rao et al., 2009; 
Denoncourt, Downey 2021; Orell et al., 2012).

Ген VTC4 кодирует основной фермент, обла-
дающий полифосфатсинтетазной активностью 
у  дрожжей и  синтезирующий полиР с  использо-
ванием энергии АТФ (Hothorn et al., 2009). Vtc4 
катализирует перенос терминального фосфатного 
остатка с АТФ на полиР. Активатором полиР син-
тетазы является 5-PP-InsP5 (Gerasimaite et al., 2017). 

Белок Vtc4 является частью VTC комплекса ва-
куолярной мембраны дрожжей, в состав которого 
также входят белки Vtc1, Vtc2 и Vtc3 (Muller et al., 
2002; Muller et al., 2003). Этот комплекс локализо-
ван в вакуолярной мембране, и к числу его функ-
ций относится функция шаперона по отношению 
к V-ATPазе этой мембраны и участие в слиянии 
вакуолярной мембраны с другими мембранными 
структурами (Muller et al., 2002; Muller et al., 2003). 
Нокаут-мутанты по гену VTC4 содержат очень мало 
полиР по сравнению с родительскими штаммами 
(Boyce et al., 2006; Tomashevsky et al., 2021).

Ген PPN1 кодирует фермент, обладающий экзо-
полифосфатазной и эндополифосфатазной актив-
ностью и участвующий в регуляции метаболизма 
полифосфатов (Sethuraman et al., 2001; Andreeva et 
al., 2015). Моновалентные катионы стимулируют эк-
зополифосфатазную активность Ppn1, ионы NH4

+ 

DOI: 10.31857/S0026365624010045

Одной из функций неорганических полифосфатов (полиР), как соединений с фосфоэфирными свя-
зями, является участие в энергетическом обмене. Митохондрии дрожжей содержат собственный пул 
полифосфатов, однако пути участия этих полимеров в функционировании митохондрий у этих ми-
кроорганизмов изучены недостаточно. Целью данной работы было выявление влияния нокаут-мута-
ций генов полифосфатсинтетазы VTC4 и одной из полифосфатаз PPN1 на содержание полифосфатов 
и полифосфатазную активность в митохондриях S. cerevisiae и особенности роста мутантных штаммов 
на этаноле. Показано, что нокаут гена VTC4 приводил к значительному снижению содержания по-
лиР в митохондриях. Нокаут гена PPN1 приводил к исчезновению полифосфатазной активности, но 
только к небольшому увеличению содержания полифосфатов в митохондриях при росте на глюкозе. 
При росте на этаноле содержание полиР в митохондриях у данного штамма и родительского штам-
ма совпадало и было примерно в два раза меньше, чем при росте на глюкозе. Оба мутанта способны 
расти на среде с этанолом в качестве источника углерода, однако характеризуются удлинением лаг-
фазы при переходе от потребления глюкозы к потреблению этанола. Сделано предположение, что 
полифосфаты митохондрий могут представлять собой энергетический резерв этих органелл, необхо-
димый для формирования полноценных митохондрий при переходе от гликолиза к окислительному 
фосфорилированию.
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также стимулируют и эндополифосфатазную актив-
ность (Andreeva et al., 2019). Недавно открыт новый 
способ пост-трансляционной модификации белков, 
приводящий к изменению их свойств и активно-
сти, — ковалентное присоединение полиР к остат-
кам лизина, так называемое лизин-полифосфори-
лирование (Azevedo et al., 2015; 2020). Показано, что 
Ppn1 способна гидролизовать эти полиР (Azevedo 
et al., 2015). У мутанта Δppn1 исчезала полифосфа-
тазная активность митохондриальной мембраны 
и резко снижалась эта активность в вакуолях и яд-
рах (Lichko et al., 2006). Эти данные, в совокупно-
сти со сравнительным анализом свойств полифос-
фатаз, свидетельствуют о том, что полифосфатаза 
Ppn1 локализована в  вакуолях, ядрах и  митохон-
дриальных мембранах. В первой работе, посвящен-
ной идентификации и функциям полифосфатазы 
Ppn1, было установлено, что мутации в гене PPN1, 
приводящие к  отсутствию этой полифосфатазы 
в клетках S. cerevisiae, вызывают увеличение содер-
жания полиР и их длины цепи (Sethuraman et al., 
2001). При более детальном анализе содержания 
различных фракций полиР у мутанта Δppn1 было 
показано, что на стационарной стадии роста про-
исходило двукратное увеличение содержания наи-
более короткоцепочечной фракции полиР1, а со-
держание других фракции мало изменялось (Кула-
ковская и соавт., 2006). Анализ содержания полиР 
в изолированных субклеточных фракциях показал, 
что у  мутанта Δppn1 наблюдается увеличение со-
держания полиР в митоходриях и вакуолях (Lichko 
et al., 2006). Также было показано, что у штамма 
MATa ade2 his3 ura3 ppn1Δ::CgTRP1 (Sethuraman et 
al., 2001) с нокаутом PPN1 снижена выживаемость 
в стационарной стадии роста. Это снижение было 
объяснено тем, что данный штамм не способен 
к потреблению лактата и этанола (Pestov et al., 2005). 
В митохондриях этого штамма снижена полифосфа-
тазная активность и увеличено содержание полиР 
(Pestov et al., 2005). Было сделано предположение 
о том, что полиР играют важную роль в регуляции 
функционального состояния митохондрий дрожжей.

В  клетках млекопитающих полиР/поли-β-
гидроксибутират‒Ca2+ комплексы могут участ-
вовать в функционировании канала митохондри-
альной мембраны, так называемого mitochondrial 
permeability transition pore (Pavlov et al., 2005). По-
лиР митохондрий млекопитающих вовлечены 
в нормальное функционирование этих органелл 
и в процесс изменения проницаемости в услови-
ях стресса (Abramov et al., 2007). Недавно было по-
казано, что полиР митохондрий млекопитающих 
активируют дыхание, не сопряженное с синтезом 
АТФ (V2), но ингибируют АДФ-зависимое дыха-
ние (V3). Кроме того, они могут стимулировать ак-
тивность F0F1-АТФазы в присутствии АТФ и могут 
быть синтезированы и гидролизованы этим фер-
ментом вместо АТФ (Baev et al., 2020).

В недавних работах с культурами человеческих 
клеток было показано, что значительное фермен-
тативное снижение содержания полиР в  мито-
хондриях (посредством экспрессии в генетически 
модифицированных клетках дрожжевой полифос-
фатазы PPX) приводит к переключению энергети-
ческого обмена клетки с окислительного фосфори-
лирования на гликолиз (Solesio et al., 2021). В клет-
ках, содержащих такие генетические конструкции, 
наблюдали изменение экспрессии многих белков 
митохондрий, что может быть объяснено как об-
щим нарушением метаболизма, так и тем, что по-
лиР митохондрий, возможно, напрямую участву-
ют в регуляции экспрессии некоторых белков этих 
органелл (Guitart-Mampel et al., 2022). Эти данные 
показывают, что полиР митохондрий млекопитаю-
щих могут быть одним из важнейших регуляторных 
факторов этих органелл.

Дрожжи остаются эффективной моделью для 
исследований в области энергетического обмена 
у эукариот. В настоящее время доступны коммер-
ческие мутантные штаммы Saccharomyces cerevisiae, 
что позволяет проводить исследования с использо-
ванием мутантов, содержащих стандартизованные 
генетические конструкции. Это особенно важно 
в связи с тем, что многие мутации у дрожжей об-
ладают плейотропным действием, которое может 
зависеть от способа получения мутантов.

Целью данной работы было выявление влия-
ния нокаут-мутаций по VTC4 и PPN1 на полифос-
фатазную активность и содержание полифосфатов 
в митохондриях S. cerevisiae и особенности роста 
мутантных штаммов на этаноле с использованием 
в качестве объекта исследования мутантных штам-
мов из коллекции Dharmacon.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Объекты исследования. В работе были исполь-
зованы родительский штамм BY4741 (MATa his3D1 
leu2D0 lys2D0 ura3D0) и мутантные штаммы ∆ppn1 
и ∆vtc4, полученные из коммерческой коллекции 
Dharmacon.

Состав среды и условия культивирования. Клет-
ки дрожжей выращивали в среде YPD (0.5% дрож-
жевого экстракта (“Difco”), 1% пептона (“Диаэм”, 
Россия), 1% глюкозы) в колбах по 200 мл среды на 
качалке (145 об./мин) при 29 C до стационарной 
стадии роста, осаждали, промывали и использо-
вали для выделения митохондрий. Для получения 
митохондрий в условиях культивации на спирте 
клетки выращивали в среде YPD до стационарной 
стадии роста, осаждали, промывали водой и пере-
носили в среду YPEth (0.5% дрожжевого экстракта, 
1% пептона, 1% этанола) в колбах по 50 мл среды 
в количестве ~1 г на колбу. Клетки культивировали 
в течение 10 ч на качалке (250 об./мин) при 29 C. 
Биомассу осаждали, промывали и использовали 
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для выделения митохондрий. Для оценки про-
должительности лаг-фазы клетки выращивали на 
среде YPD до логарифмической стадии, осаждали, 
промывали и переносили в среду YPEth в количе-
стве ~0.3 г сырой биомассы на 50 мл среды.

Выделение митохондрий производили методом 
дифференциального центрифугирования соглас-
но описанной ранее методике с модификациями 
(Lichko et al., 2006). Сферопласты, полученные 
путем инкубации клеток с  “улиточным фермен-
том” (лиофилизированным желудочным соком 
виноградной улитки), промывали 1.2 М сорби-
том и разрушали в буфере (20 мМ Tris-HCl pH 6.8, 
1 мМ PMSF (фенилметилсульфонил фторид), 1 мМ 
ЭДТА, 4 мМ MgSO4, 0.02% бычий сывороточный 
альбумин, 0.05% конканавалин А) без осмотиче-
ского стабилизатора в гомогенизаторе с тефлоно-
вым пестиком в течение 3 мин. После чего быстро 
при перемешивании добавляли равный объем того 
же буфера, но с 1.2 М сорбитом. Гомогенат центри-
фугировали при 3000 g в течение 10 мин. Получен-
ный супернатант центрифугировали при 10000 g 
в течение 10 мин. Осадок гомогенизировали тефло-
новым пестиком в буфере с 0.6 М сорбитом 1 мин, 
центрифугировали при 2500 g в  течение 10  мин. 
Митохондрии из супернатанта, полученного после 
второго низкоскоростного центрифугирования, 
осаждали при 10000 g в течение 10 мин. Для полу-
чения препарата митохондрий из клеток, выращен-
ных на среде с этанолом, клетки, выращенные на 
среде с глюкозой до стационарной стадии, пересе-
вали на свежую среду с этанолом и культивировали 
в течение 10 ч. Разрушение сферопластов проводи-
ли в буфере, содержащем 0.6 М сорбит.

Определение белка производили по методу Брэд-
форд, используя реагент Coomassie Plus (“Pierce”) 
согласно протоколу производителя. В  качестве 
стандарта использовали БСА.

Определение ферментативных активностей. АТ-
Фазную активность определяли по скорости высво-
бождения фосфата при 30 C в течение 30 мин в 1 мл 
реакционной смеси, содержащей 1 мМ MgSO4 
и 1 мМ АТФ в 50 мМ Tris-HCl с pH 8.5 в присут-
ствии и отсутствии 5 мМ NaN3. Экзополифосфатаз-
ную активность определяли по скорости высвобо-
ждения фосфата при 30 C в течение 30 мин в 1 мл 
реакционной смеси, содержащей 2.5  мМ MgSO4 
и 1 мМ полиР со средней длиной цепи 188 фосфат-
ных остатков (концентрация выражена по кисло-
толабильному фосфору) в 50 мМ Tris-HCl с pH 7.2. 
Высвобождающийся фосфат в обоих случаях изме-
ряли колориметрически (Kulakovskaya et al., 1999).

Экстракция полиР. Для экстракции полифосфа-
тов к суспензии митохондрий (~1 мг белка) добав-
ляли 1 мл 1 М HClO4, инкубировали 15 мин при 
перемешивании при 4 C, осаждали центрифугиро-
ванием 10000 g 10 мин. В супернатанте измеряли 
фосфат до и после обработки 1 М HCl при 100 C 

в течение 10 мин. Уровень кислоторастворимых 
полифосфатов оценивали по разнице в  содер-
жании фосфата до и после указанной обработки. 
К осадку добавляли 800 мкл 0.5 М HClO4 и инку-
бировали при перемешивании 25 мин при 100 C 
и осаждали при 10000 g 10 мин. Уровень кислото-
нерастворимых полифосфатов оценивали по коли-
честву выделившегося фосфата.

Эксперименты проводили в трех повторностях, 
на рисунках представлены средние значения со 
среднеквадратичным отклонением, рассчитанные 
с помощью стандартной программы Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Кривые роста штаммов S. cerevisiae приведе-
ны на рис. 1. В отличие от изученного ранее му-
танта с нокаутом гена PPN1 (MATa ade2 his3 ura3 
ppn1Δ::CgTRP1) (Sethuraman et al., 2001), штамм, 
использованный в данной работе, был способен 
расти на этаноле, и, более того, его рост не отли-
чался от родительского штамма. Мутант с нокау-
том гена VTC4 демонстрировал некоторое замедле-
ние роста как на среде с глюкозой, так и на среде 
с этанолом.

Так как полифосфаты в митохондриях дрожжей 
хорошо определяются при выращивании на среде 
с глюкозой, мы выделили митохондрии и измерили 
в них АТФазную активность, содержание полифос-
фатов и экзополифосфатазную активность при вы-
ращивании клеток на среде YPD. Биомассу собирали 
в начале стационарной фазы (24 ч). Величина АТФаз-
ной активности в Е/мг белка составила 0.531 ± 0.01 
у родительского штамма, 0.378 ± 0.01 у штамма с но-
каутом гена PPN1 и 0.520 ± 0.03 у штамма с нокау-
том гена VTC4. Ингибирование активности азидом 
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Рис. 1. Кривые роста на среде YPD и YPEth: 1 — роди-
тельский штамм на YPD; 2 — штамм с нокаутом гена 
PPN1 на YPD; 3 — штамм с нокаутом гена VTC4 на YPD; 
4 — родительский штамм на YPEth; 5 — штамм с нокау-
том гена PPN1 на YPEth; 6 — штамм с нокаутом гена 
VTC4 на YPEth.
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составило 80, 81 и 78% соответственно, что говорит 
о достаточной чистоте препарата митохондрий.

Данные по содержанию неорганических поли-
фосфатов в митохондриях представлены на рис. 2.

Как видно из рисунка, у  штамма с  нокаутом 
гена VTC4 содержание полифосфатов в митохон-
дриях снижено на порядок, что свидетельствует 
о том, что большая часть полиР митохондрий син-
тезируется полифосфатсинтетазой Vtc4. Фермент-
ный комплекс, содержащий полифосфатсинтетазу, 
присутствует не только в вакуолярной мембране, 
но и  в  мембране эндоплазматического ретику-
люма (Gerasimaitė, Mayer, 2016), который имеет 
тесное взаимодействие с  митохондриями, в  том 
числе и  посредством везикулярного транспорта 
(Wozny et al., 2023). По-видимому, основная часть 
полиР у  дрожжей доставляется в  митохондрии 
из эндоплазматического ретикулюма. У  штамма 
с нокаутом гена PPN1 содержание полифосфатов 

примерно на 30% больше, чем у родительского. Эта 
разница существенно менее выражена, чем у пары 
родительский‒мутантный штамм, полученных 
ранее (Sethuraman et al., 2001) и  исследованных 
в этом отношении (Pestov et al. 2005).

У штамма, изученного ранее, наблюдалось значи-
тельное снижение экзополифосфатазной активности. 
Чтобы проверить, воспроизводится ли этот эффект, 
была измерена экзополифосфатазная активности 
в митохондриях у родительского штамма и мутанта 
с нокаутом гена PPN1. Наличие активности удалось 
достоверно зафиксировать только у штамма дикого 
типа. Она составила 0.58 ± 0.02 Е/мг белка.

Для объяснения неспособности ранее изученно-
го штамма с нокаутом гена PPN1 к росту на спир-
те была предложена гипотеза, согласно которой 
снижение полифосфатазной активности приводит 
к неспособности клетки сократить количество по-
лифосфатов в митохондриях при переходе с гли-
колиза на окислительное фосфорилирование, что, 
в свою очередь, приводит к нарушению снятия ка-
таболитной репрессии. Для проверки этой гипо-
тезы мы выделили митохондрии из клеток роди-
тельского штамма и штамма с нокаутом гена PPN1, 
выращенных на спирте, и измерили в них АТФаз-
ную активность, содержание полифосфатов и эк-
зополифосфатазную активность. Величина АТФаз-
ной активности в Е/мг белка составила 0.513 ± 0.05 
у родительского штамма и 0.439 ± 0.03 у штамма 
с нокаутом гена PPN1. Ингибирование активности 
азидом составило 87 и 85% соответственно.

Экзополифосфатазная активность составила 
0.055 ± 0.001 и 0.019 ± 0.001 Е/мг белка у родитель-
ского и мутантного штамма соответственно. Как 
видно, в данных условиях у обоих штаммов актив-
ность очень низкая. При этом у мутантного штам-
ма она в 3 раза меньше, чем у родительского. Од-
нако содержание полифосфатов (рис. 3) у штаммов 
одинаковое и снижено в сравнении с данными при 
росте на глюкозе.

Известно, что при росте на этаноле или лактате 
уровень полиР в митохондриях низкий (Pestov et 
al., 2004). Мы предполагали, что это снижение свя-
зано с гидролизом полифосфатов полифосфатазой 
Ppn1, которая присутствует в митохондриальной 
мембране (Lichko et al., 2006). Однако в данной се-
рии мутантов отсутствие полифосфатазы Ppn1 не 
оказало существенного влияния на содержание по-
лиР в митохондриях как при росте на глюкозе, так 
и при росте на этаноле. Вероятно, снижение содер-
жания полиР при росте на этаноле обеспечивается 
либо снижением поступления их в эти органеллы, 
либо участием других белков в их гидролизе. При-
чины того, что мутант по данному гену, который 
был исследован ранее (Pestov et al., 2005), имел по-
вышенное содержание полиР в митохондриях и не 
потреблял окисляемые субстраты, остаются неяс-
ными и, по-видимому, связаны с особенностями 
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Рис. 2. Содержание полиР в митохондриях из клеток, 
выращенных на глюкозе, мкмоль Pi/мг белка: 1 — ро-
дительский штамм; 2 — штамм с нокаутом гена PPN1; 
3 — штамм с нокаутом гена VTC4.

Рис. 3. Содержание полиР в митохондриях из клеток, 
выращенных на этаноле, мкмоль Pi/мг белка: 1 — ро-
дительский штамм; 2 — штамм с нокаутом гена PPN1.
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генетического конструирования мутанта, которое 
могло затронуть и другие гены.

Хотя кривые роста мутантных штаммов при 
обычном способе посева отличались незначитель-
но (рис. 1), мы использовали условия культивиро-
вания, когда засев производится существенным 
количеством биомассы, что позволяет более четко 
наблюдать лаг-фазу роста (см. раздел Материалы 
и методы исследования) (рис. 4).

Как видно из рис. 4, при переходе клеток от по-
требления глюкозы к потреблению этанола, и, со-
ответственно, с гликолиза на окислительное фос-
форилирование, у мутанта c нарушенным синтезом 
полиР наблюдается значительная задержка воз-
обновления роста по сравнению с родительским 
штаммом. Данное наблюдение позволяет предполо-
жить, что полиР митохондрий являются значимым 
фактором при переключении метаболизма с глико-
лиза на окислительное фосфорилирование. Поэто-
му их нехватка, вызванная нарушением их синте-
за, приводит к увеличению длительности лаг-фазы. 
Однако у мутанта с нокаутом гена PPN1 задержка 
возобновления роста тоже наблюдается, хоть и не 
столь значительная. Известно, что Ppn1 регулирует 
не только количество полифосфатов, но и их длину 
цепи (Andreeva et al., 2015). Можно предположить, 
что для перехода на окислительное фосфорилирова-
ние важны полифосфаты митохондрий определен-
ной, низкой длины цепи, образующиеся благодаря 
эндополифосфатазной активности Ppn1.

Можно заключить, что полифосфатсинтетаза 
Vtc4 ответственна за синтез основной части полиР 
митохондрий дрожжей. Ppn1 ответственна за всю 
измеряемую экзополифосфатазную активность 
митохондрий, однако, ее отсутствие не оказало 
существенного влияния на обмен полифосфатов 
в этих органеллах. Полученные данные не проти-
воречат гипотезе об участии полиР митохондрий 
в переключении метаболизма между гликолизом 
и окислительным фосфорилированием.
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The Influence of Knockouts of PPN1 Polyphosphatase and VTC4 Polyphosphate 
Synthetase Genes on Growth on Ethanol and Mitochondrial Polyphosphates 

in Saccharomyces cerevisiae
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Absrtact—One of the functions of inorganic polyphosphates (polyP), as compounds with 
phosphoester bonds, is participation in energy metabolism. Yeast mitochondria contain their own 
pool of polyphosphates; however, the ways in which these polymers are involved in the functioning of 
mitochondria in these microorganisms are not well understood. The aim of this work was to identify 
the effect of knockout mutations of the VTC4 polyphosphate synthetase gene and PPN1 one of the 
polyphosphatases gene on the content of polyphosphates and polyphosphatase activity in mitochondria 
of S. cerevisiae and the characteristics of the growth of mutant strains on ethanol. It was shown that 
knockout of the VTC4 gene led to a significant decrease in the content of polyP in mitochondria. 
Knockout of the PPN1 gene led to the disappearance of polyphosphatase activity, but only to a slight 
increase in the content of polyphosphates in mitochondria during growth on glucose. When grown on 
ethanol, the polyP content in the mitochondria of this strain coincided with that of the parental strain, 
and in both strains it was approximately two times less than when grown on glucose. Both mutants 
are able to grow on a medium with ethanol as a carbon source; however, they are characterized by an 
elongation of the lag phase upon the transition from glucose consumption to ethanol consumption. It has 
been suggested that mitochondrial polyphosphates may represent the energy reserve of these organelles, 
which is necessary for the formation of full-fledged mitochondria during the transition from glycolysis 
to oxidative phosphorylation.

Keywords: mitochondria, polyphosphates, PPN1, VTC4, oxidative phosphorylation, Saccharomyces cerevisiae
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