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ВВЕДЕНИЕ 

 

 

 

Актуальность темы исследования 

В современной экспериментальной онкологии одной из особенно актуальных 

задач остается разработка более эффективных и менее опасных лекарственных 

препаратов. Для уменьшения побочных эффектов в создании таких препаратов 

большое внимание уделяется особенностям опухолевых клеток в сравнении с 

нормальными. Вследствие этого большое значение приобретают сведения об 

избыточной продукции активных форм кислорода (АФК) в опухолевых клетках 

[1], необходимых для клеточной пролиферации и роста [2]. Первоначально АФК 

рассматривали как побочные продукты метаболизма клеток, способные вызывать 

повреждения, окислительный стресс и старение организма [3]. Однако в 

настоящее время показано их участие в регулировании сигнальных механизмов 

нормальных физиологических реакций [4, 5]. В зависимости от концентрации, 

АФК могут играть разные роли в возникновении и развитии рака: низкие 

концентрации АФК способствуют активации и дальнейшему распространению 

клеточного сигнала, в то время как высокие дозы способны индуцировать 

развитие апоптоза [6-9]. 

 

Степень разработанности темы исследования 

Среди всех АФК наибольший интерес вызывает пероксид водорода (Н2О2). К 

настоящему времени накопилось большое количество  исследований, 

указывающих на его роль в клеточной пролиферации и миграции клеток [10-13], в 

повышенном ангиогенезе [14, 15], передаче апоптозного сигнала [16-18], 

злокачественной трансформации и метастазировании [19-21]. Все эти данные 

наряду со способностью легко проникать через плазматические мембраны 

позволяют рассматривать Н2О2 в качестве вторичного мессенджера [22-25]. Кроме 

того, некоторые исследования показали, что опухолевые клетки обладают 
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повышенной восприимчивостью к Н2О2, а определенные концентрации Н2О2 

способны вызывать гибель опухолевых, но не нормальных клеток [22, 26, 27]. 

В тоже время, есть работы, подтверждающие, что увеличение 

внутриклеточного уровня АФК, в том числе Н2О2, при помощи 

химиотерапевтических препаратов, может являться эффективным способом 

уничтожения раковых клеток, а также помочь в борьбе с устойчивостью опухолей 

к подобным препаратам [28, 29]. 

Одним из активно изучаемых противоопухолевых агентов, способных 

вызывать повышенное образование АФК, является цисплатин. Цисплатин 

относится к группе платиносодержащих препаратов и широко используется в 

лечении злокачественных новообразований [30]. 

Данная работа посвящена изучению взаимосвязей между изменением 

внутриклеточного уровня пероксида водорода в обработанных цисплатином 

клетках и стадиями клеточной гибели. Полученные сведения могут быть 

использованы в дальнейшем изучении пероксида водорода в качестве компонента 

альтернативного пути избирательного воздействия на гибель опухолевых клеток 

при химиотерапии. 

 

Цели и задачи 

Целью данной работы являлось исследование роли пероксида водорода в 

цисплатин-индуцированной гибели клеток HeLa Kyoto. 

В соответствии с целью были поставлены следующие задачи: 

1. Изучение влияния цисплатина на жизнеспособность опухолевых  клеток 

HeLa Kyoto in vitro. 

2. Разработка методики специфичной оценки уровня H2O2 одновременно с 

механизмами клеточной гибели. 

3. Анализ дозо-временной динамики цисплатин-индуцированных изменений 

уровня H2O2 в живых и апоптотических клетках. 

4. Изучение влияния цисплатина на жизнеспособность и уровень H2O2 в 

условиях добавления ловушек АФК. 
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Научная новизна 

Разработана новая методика дискретной оценки уровня H2O2 в популяциях 

жизнеспособных и апоптотических клеток. Данная методика на основе проточной 

цитофлуориметрии предполагает использование культур с генетически-

кодируемыми сенсорами HyPer2 и SypHer2 в сочетании с флуоресцентными 

красителями на апоптоз. Показано, что цисплатин-индуцированное накопление 

Н2О2 в опухолевых клетках происходит раньше экстернализации 

фосфатидилсерина. 

Пероксид водорода может быть рассмотрен как индуктор апоптоза при 

действии цисплатина, о чем свидетельствует одновременное возрастание 

концентрации H2O2 и проявление ранних обратимых признаков апоптоза (потеря 

мембранного потенциала митохондрий), которые предотвращаются на фоне 

ловушек АФК. 

 

Научно-практическая значимость работы 

Разработанная методика может быть использована для оценки изменений 

внутриклеточных уровней H2O2 и pH, а также механизмов клеточной гибели при 

воздействии различных противоопухолевых агентов и разнообразных 

повреждающих факторов на исследуемые клеточные культуры. 

Методика может быть применена для фундаментальных исследований, 

направленных на выявление особенностей редокс-статуса опухолевых клеток и 

его изменений при различных внешних условиях, а также определения точных 

путей и механизмов влияния H2O2 на процессы апоптоза в опухолевых культурах. 

Полученные в работе данные могут послужить основой для разработки 

тестирования in vitro новых менее токсичных и более эффективных 

противоопухолевых препаратов.  
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Методология и методы исследования 

Работа проводилась на клетках карциномы шейки матки HeLa Kyoto, 

прошедших трансфекцию флуоресцентными сенсорами HyPer2 или SypHer2 

(предоставлены Институтом биоорганической химии им. Академиков М.М. 

Шемякина и Ю.А. Овчинникова), а также не подвергшихся данной трансфекции. 

Сенсор HyPer2, обладающий чувствительностью к пероксиду водорода и рН, 

использовался в паре с сенсором SypHer2, чувствительным только к рН. Для 

определения жизнеспособности клеточных линий и подбора доз препарата при 

воздействии цисплатина применялись метилтетразолиевый тест и метод 

окрашивания трипановым синим. 

Для определения уровня H2O2 в клетках на разных стадиях клеточной гибели 

использовалась методика проточной цитофлуориметрии с использованием набора 

на апоптоз PE Annexin V apoptosis detection kit I. Набор красителей позволяет 

отделить клетки с поврежденной мембраной (7–аминоактиномицин D, 7-ААD) 

и/или с экстернализацией фосфатидилсерина от жизнеспособных клеток. Кроме 

того, использовался флуоресцентный краситель, маркирующей изменение 

мембранного потенциала митохондрий (этиловый эфир тетраметилродамина, 

TMRE), являющегося показателем более ранней стадии апоптоза. 

Для подтверждения роли H2O2 в ответе опухолевых клеток на цисплатин 

использовались ловушки АФК: N-ацетил-L-цистеин (NAC) и 

диметилтиомочевина (ДМТМ).  

 

Личный вклад автора 

В диссертации представлены результаты исследований, выполненных 

самим автором, включая постановку задач, планирование и проведение 

экспериментов, анализ и интерпретацию полученных результатов. Также автор 

совместно с соавторами участвовал в написании научных статей и апробации 

полученных результатов на семинарах, конференциях и симпозиумах. 
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Положения, выносимые на защиту 

1. Пероксид водорода является индуктором апоптоза опухолевых клеток при 

действии цисплатина. 

2. Динамика изменения уровня пероксида водорода в опухолевых клетках 

дифференциальна для живых и апоптотических клеток. 

3. Повышение уровня пероксида водорода происходит на фоне потери 

мембранного потенциала митохондрий и предшествует экстернализации 

фосфатидилсерина. 

4. Добавление ловушек АФК предотвращает цисплатин-индуцированное 

повышение уровня H2O2 в опухолевых клетках, способствуя сохранению 

митохондриального мембранного потенциала, а также предотвращая выход 

фосфатидилсерина на внешнюю поверхность плазматической мембраны и 

гибель клеток. 

 

Соответствие паспорту научной специальности. 

 Результаты проведённого исследования соответствуют области 

исследования специальности 1.5.2 – биофизика. 

 

Степень достоверности и апробация работы 

Основные результаты работы были представлены на следующих 

всероссийских и международных конференциях: Международной конференции 

«Экспериментальная и теоретическая биофизика» (Пущино, 2012); IV Съезде 

биофизиков России (Нижний Новгород, 2012); V Всероссийском с 

международным участием медико-биологическом конгрессе молодых ученых 

«Симбиоз-Россия 2012» (Тверь, 2012); IV Международном симпозиуме «Topical 

problems of biophotonics – 2013» (Нижний Новгород – Ярославль – Казань - 

Нижний Новгород, 2013); «Форуме молодых ученых 2013» (Нижний Новгород, 

2013); VI Троицкой конференции «Медицинская физика и инновации в 

медицине» (Троицк, Москва, 2013); VII Съезде Российского фотобиологического 
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общества (Шепси, 2014); Международной конференции «SPIE BiOS» (Сан-

Франциско, 2014); V Международном симпозиуме «Topical problems of 

biophotonics – 2015» (Нижний Новгород – Елабуга – Нижний Новгород, 2015); 7-

ом Финско-Русском симпозиуме «Photonics and Laser Symposium» (Саратов, 

2015); Международной конференции «Conference on advanced fluorescence imaging 

methods» (Сочи, Дагомыс, 2016); Международной конференции «OSA Biomedical 

Optics 2016» (Форт-Лодердейл, 2016); VI Международном симпозиуме «Topical 

problems of biophotonics – 2017» (Санкт-Петербург – Нижний Новгород, 2017); 17-

ом Международном конгрессе «Congress of the European Society for Photobiology» 

(Пиза, 2017); Международной конференции «SPIE ECBO» (Мюнхен, 2019). 

 

Публикации 

По материалам диссертации опубликовано 22 научные работы, из них 4 

статьи в рецензируемых научных изданиях (Web of Science, Scopus), входящих в 

перечень ВАК, 1 патент, 15 тезисов конференций (в том числе 3 в Web of Science). 

 

Конкурсная поддержка работы 

Проведенные исследования были выполнены при поддержке Российского 

фонда фундаментальных исследований (гранты № 13-04-97165, 26 16-34-01112). 

 

 

Структура и объём диссертации 

Диссертация изложена на 200 страницах печатного текста и содержит 49 

рисунков, 2 таблицы. Работа состоит из введения, обзора литературы, описания 

материалов и методов, изложения результатов и их обсуждения, заключения, 

выводов и списка литературы. Список литературы включает 549 источников, из 

них 526 иностранных.  
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

 

 

1.1 Особенности опухолевых клеток 

 

 

В человеческом организме постоянно происходят процессы обновления 

тканей, что обеспечивается регулярным делением клеток, а также устранением 

старых, нежизнеспособных или поврежденных клеток. Каждая клетка проходит 

проверку несколькими системами, позволяющими обеспечить правильную 

репликацию, в случае возникновения ошибок деление оказывается невозможным. 

Эта важная характеристика здоровых неопухолевых клеток позволяет 

поддерживать стабильность организма и является первоочередным признаком 

«нормальности». Опухолевые клетки развиваются по собственным законам, 

позволяющим обойти системы контроля, в результате они продолжают делиться 

даже при наличии ошибок в системе репликации. В результате аберрантного 

деления происходит накопление ошибок, что приводит к видоизменению 

опухолевых клеток, обуславливая их устойчивость к действию некоторых 

лекарственных препаратов [31, 32].  

Для здоровых соматических клеток характерен предел Хейфлика, 

ограничивающий количество делений клетки, в опухолевых же клетках (как и в 

половых) теломераза, отвечающая за восстановление концов хромосом, остается 

активной, что позволяет им делиться бесконечное количество раз. Другой 

особенностью опухолевых клеток является отсутствие контактного торможения, 

они продолжают рост и деление даже при плотном окружении другими клетками 

[33]. Росту опухоли частично способствует потеря генов-супрессоров опухолей, 

таких как p53, и восстановление поврежденной ДНК [32]. Ген TP53, кодирующий 

белок p53, подвергается мутациям более, чем в 50% случаев рака [34]. Активация 
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p53 происходит в ответ на повреждение ДНК, в результате чего запускается 

транскрипция группы генов, происходит репарация и репликация ДНК, а в 

случаях сильных повреждений ДНК – запуск программы апоптоза. Однако 

последние исследования показывают, что p53 также может быть задействован в 

процессах регуляции различных метаболических механизмов, способен 

стабилизировать гликолиз, ограничить выработку АФК, способствуя выживанию 

клеток [35, 36]. Важной особенностью опухолевых клеток является повышенное 

содержание АФК, в том числе и пероксида водорода [1, 9]. 

Отличительной чертой энергетического обмена опухолевых клеток является 

частичное расщепление молекулы глюкозы. В отличие от нормальных клеток, в 

процессе дыхания которых происходит формирование 36 молекул 

аденозинтрифосфата (АТФ) при расщеплении одной молекулы глюкозы, дыхание 

опухолевых клеток сопровождается синтезом лишь 2 молекул АТФ. Таким 

образом, опухолевые клетки имеют бόльшую потребность в глюкозе, чем 

здоровые клетки [31]. Это происходит по причине отсутствия окислительного 

фосфорилирования в опухолевых клетках даже в присутствии большого 

количества кислорода. Таким образом, распад глюкозы происходит без участия 

кислорода – аэробный гликолиз. Такая особенность опухолевых клеток помогает 

выживать в организме в условиях гипоксии, вызванной неправильным развитием 

и искривленностью кровеносных сосудов в опухолях, а также чрезвычайно 

быстрым ростом и большим количеством делений опухолевых клеток. 

Выраженная зависимость опухолевых клеток от гликолиза как единственного 

источника АТФ, получившая название «эффект Варбурга», характерна для 

большинства опухолевых клеток [37]. Также для раковых клеток характерно 

неэффективное использование глутамина, который выделяется в виде отходов. 

Нормальные клетки используют его в качестве донора амино- и амидных групп 

для синтеза аминокислот, и азота – для образования нуклеотидов [38]. Такие 

изменения метаболизма приводят к ряду последствий: уменьшается вероятность 

распознавания опухолевых клеток иммунной системой; появляется возможность 

использовать продукты аэробного гликолиза для синтеза жизненно необходимых 
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веществ; активируются онкогены, позволяющие опухолевым клеткам избегать 

смерти.  

К особенностям микроокружения опухоли в организме относят гипоксию, 

которая является признаком ее злокачественности. О гипоксии, как правило, 

говорят при снижении уровня кислорода в тканях до субфизиологичных значений 

– 5-10 мм рт. ст. (в здоровых тканях - 40-60 мм рт. ст.) [39]. Возникающая в 

опухоли гипоксия способствует проявлению онкогенных свойств TWIST белков. 

В ответ на гипоксию происходит активация HIF1α и HIF2α [40], что приводит к 

продукции VEGF через TWIST1 и провоцирует неоангиогенез, а также синтезу 

транспортеров глюкозы GLUT-1/-3, стимулирующих гликолиз; карбоангидразы-9, 

регулирующей рН; матриксных металлопротеаз, опосредующих инвазию; 

факторов эпителио-мезенхимального перехода (ZEB1, SNAIL, TWIST), 

способствующих метастазированию. Дополнительным механизмом, 

способствующим прогрессированию опухолей, является подавление белками 

TWIST транскрипционного фактора р53 – супрессора злокачественных 

новообразований [41-43]. 

 

 

1.2 Апоптоз 

 

 

1.1.1 Типы клеточной гибели 

 

Говоря о клеточной гибели, чаще всего подразумевают аутофагию, апоптоз и 

некроз. Во время аутофагии происходит разборка ненужных, отработанных 

частей клетки [44]. Аутофагия является естественным механизмом саморегуляции 

клетки. Можно выделить: 1) микроаутофагию, при которой за счет работы 

лизосом происходит разборка отдельных макромолекул и обломков клеточных 

мембран, 2) макроаутофагию - растворение отделившимся ЭПР-подобным 
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компартментом отдельных участков цитоплазмы, 3) шапероновую аутофагию - 

растворение перенесенных шаперонами частично денатурированных белков в 

лизосоме [45-47]. 

В большинстве случаев клетки погибают путем апоптоза, на уровне 

организма такой механизм гибели предпочтительней, поскольку он в меньшей 

степени вовлекает окружающие ткани и, в отличие от некроза, не вызывает 

последующей воспалительной реакции. Апоптоз можно наблюдать в 

эмбриональном развитии, например при формировании межпальцевой 

перегородки, участвующей в образовании пальцев передних и задних 

конечностей. Такой тип клеточной гибели является программируемым, высоко 

регулируемым и контролируемым процессом [48]. 

Также апоптоз может быть вызван различными внешними и внутренними 

процессами: воздействием химических агентов, низких или высоких температур, 

ионизирующих излучений, недостатком ростовых факторов и т.д. Помимо этого 

незначительное внешнее воздействие может стимулировать внутренние факторы 

развития апоптоза [49]. Морфологические особенности апоптоза включают в себя: 

конденсацию хроматина, «уплотнение клетки», сморщивание 

цитоплазматической мембраны, блеббинг (от англ. «blebbing» – пузырение) 

мембраны с последующим образованием апоптозных телец. Содержимое 

погибающей клетки, заключенное в апоптозные тельца, в дальнейшем 

поглощается макрофагами и соседними клетками [50, 51]. 

Некроз, так же, как и апоптоз, может вызываться множеством факторов, 

которые всегда носят острый характер. Различия между данными процессами 

заключаются в морфологической картине погибающих клеток. При некрозе 

клетка набухает, происходит повреждение всех клеточных органелл, хроматин не 

конденсируется, происходит вакуолизация ЭПР, клетка лизируется, в конечном 

итоге клеточные мембраны разрываются, выбрасывая все содержимое во 

внеклеточную среду. Это все приводит к повреждению соседних клеток, вызывая 

воспалительный ответ. В последние годы появились работы, показывающие, что, 

помимо некроза, вызванного чрезмерно экстремальными условиями, существует 
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примеры, когда он может вызываться нормальными физиологическими 

процессами и даже сопровождаться апоптозом, что также может считаться некой 

формой «запрограммированного события» [52, 53]. 

Идентификация типа клеточной гибели бывает временами затруднена из-за 

особенностей гибели конкретного типа тканей. Так, например, набухание 

митохондрий с разрывом их внешней мембраны изначально считалось 

характеристикой некроза, но позже подобное набухание было выявлено и при 

апоптозе [54]. 

Помимо этого, вопрос об отсутствии влияния на окружающие клетки при 

повреждении одной из них апоптозом также ставится под сомнение, поскольку в 

ряде исследований был выявлен «коллективный апоптоз» [55, 56]. 

Аутофагия, апоптоз и некроз относятся к программируемой клеточной 

гибели (ПКГ). К настоящему моменту ПКГ имеет более сложную классификацию, 

выделяют: внутренний апоптоз; внешний апоптоз; некроз, зависимый от 

проницаемости митохондрий (MPT-driven necrosis, от англ. «mitochondrial 

permeability transition-driven necrosis»); некроптоз;  ферроптоз; пироптоз; 

партанатоз; энтоз; NETоз; иммуногенная клеточная гибель; клеточная гибель, 

зависимая от лизосом; клеточная гибель, зависимая от аутофагии [57]. Для 

каждого из видов ПКГ характерен набор признаков, приближающих его либо к 

апоптозу, либо к некрозу. Отдельно вынесен такой тип клеточной гибели, как 

«митотическая катастрофа». Ее причинами являются грубые нарушения в ходе 

митоза: К-митозы, мультиполюсные мета- и анафазы, отставание хромосом в 

мета- и анафазе, ингибирование сборки микротрубочек веретена деления и т.д. 

[58, 59]. Следует отметить, что не все митотические нарушения заканчиваются 

гибелью клеток. Так, например, недостаток генетического материала может быть 

скомпенсирован эндорепродукцией системами клетки и полиплоидизацией 

генома [60]. 
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1.2.2 Стадии и особенности апоптоза 

 

Существует несколько классификаций апоптоза по стадиям: основанная на 

агрегации ядерного хроматина и образовании апоптозных телец, на скорости и 

обратимости апоптоза и т.д. 

Наиболее часто используется следующее деление апоптоза на 3 стадии: 

1 – сигнальная стадия, или стадия инициации, 

2 – эффекторная стадия, или стадия готовности к апоптозу, 

3 – деградационная, или стадия развития апоптоза [61]. 

 

Инициация апоптоза 

Выделяют два основных механизма инициации апоптоза: 

Экстраклеточный (рецепторозависимый) механизм инициации 

апоптоза. Его инициация связана с внешним воздействием на клетку и 

начинается со связывания специфичных лигандов (TNFα, FASL и др.) с 

«рецепторами смерти» плазматической мембраны [62]. Данные рецепторы 

являются трансмембранными белками, содержащими последовательность в 

цитоплазматическом участке белка из 80 аминокислот, получившую название 

«домен смерти» [63, 64]. 

Лиганды тримеризуют рецепторы смерти, активируя их, за счет чего 

ассоциированный с рецептором смерти адаптер вступает во взаимодействие с 

эффектором – прокаспазой. В результате такой последовательности 

взаимодействий происходит активация каспаз. Каспазы представляют собой 

цистеиновые протеазы, расщепляющие в белках связи после аспартата [63]. В 

зависимости от способа активации, каспазы, участвующие в апоптозе, делятся на 

инициирующие и эффекторные. Инициирующие каспазы активируются путем 

автокаталитических реакций при участии вспомогательных факторов, затем 

подвергаются специфическому расщеплению и воздействуют на эффекторные 

прокаспазы, превращая их в активные ферменты на следующей стадии апоптоза. 

К инициирующим каспазам относят каспазы 2, 8, 9, 10; к эффекторным – 3, 6, 7 
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[65]. Активации через рецепторы смерти подвергаются инициирующие каспазы 2, 

8, 10, активация каспазы 9 связана с митохондриальным механизмом инициации 

апоптоза [48]. Сложные комплексы, активирующие каспазы, носят название 

апоптосомы (апоптосомные шапероны, «сигнальный комплекс, индуцирующий 

смерть»,  англ. «DISC» – «death-inducing signaling complex») [66]. Таким образом, 

апоптосома представляет собой цепочку взаимодействий «лиганд – рецептор – 

адаптер – прокаспаза».  Поскольку передача сигнала идет через ряд посредников, 

этот механизм протекает медленнее, чем, например, передача сигнала в 

ионотропных каналах. 

Внутриклеточный (митохондриальный) механизм инициации апоптоза 

связан с выходом апоптогенных белков из межмембранного митохондриального 

пространства [66]. Этот процесс может происходить за счет повреждений и/или 

разрывов мембран митохондрий, либо за счет открытия каналов на внешней 

стороне митохондрий. Одной из причин, способствующей  повреждению 

поверхности наружной митохондриальной мембраны, является олигомеризация 

апоптотических белков семейства Bcl-2: Bax, Bak, и их встраивание в ее 

структуру [67-69]. Это приводит к повышению проницаемости наружной 

мембраны митохондрий (MOMP, от англ. «Mitochondrial Outer Membrane 

Permeabilization»). Клетки, дефицитные  по Bax и Bak, проявляют устойчивость к 

гибели через митохондриальный механизм апоптоза, что указывает на особую 

значимость этих белков в данном процессе [68, 70]. 

Вслед за этим происходит раскрытие пор мембран митохондрий, снижение 

митохондриального потенциала (митохондриального трансмембранного 

потенциала, ΔΨm), «развертывание» внутренней мембраны и увеличение 

матрикса митохондрий.  Протонный градиент, образуемый цепочкой реакций 

окислительного фосфорилирования и создающий ΔΨm, активно используется 

АТФ-синтетазой для получения АТФ путем соединения аденозиндифосфата 

(АДФ) и свободного фосфата, данный процесс является показателем активности 

клетки. Увеличение пор приводит к разобщению окислительного 

фосфорилирования, увеличению содержания Ca
2+

 в цитоплазме, истощению 
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митохондриального пула АТФ, нарушению осмотического равновесия, 

высвобождению прокаспаз 2, 3, 9 и т.д.  

Повреждение митохондрий может происходить одновременно с 

повреждением эндоплазматического ретикулума (ЭПР). Но в некоторых случаях 

именно ЭПР считается мишенью, с которой начинается развитие апоптоза, 

приводящее в последующем к активации каспазы 4 и каспазы 12 [71, 72]. 

Высвобождению и активации прокаспазы-12 из ЭПР также способствует 

увеличение концентрации Ca
2+

 [73]. 

Из митохондрий в цитозоль начинает выходить цитохром С, один из 

значимых в апоптозе элементов. Он связывается с активирующим фактором-1 

апоптотической протеазы (Apaf-1, от англ. «Apoptosis protease activating factor-1»), 

а затем с прокаспазой 9, образуя белковый комплекс, называемый апоптосомой 

[48]. Апоптосома расщепляет прокаспазу 9 до активной ее формы – каспазы 9, 

которая, в свою очередь, приводит к активации эффекторной каспазы 3. Однако 

для апоптоза, вызванного стрессом ЭПР, комплекс цитохрома С с Apaf-1 не 

является существенным [74]. 

 

Эффекторная стадия апоптоза 

Эффекторная фаза апоптоза характеризуется постепенным повреждением 

всех клеточных структур, при этом могут подвергаться развитию реакции одного 

из механизмов индукции апоптоза, либо они сливаются в один общий поток 

последующих реакций [63].  

Активированные каспазами 2, 8, 9, 10 эффекторные каспазы 3, 6, 7 приводят 

к прямому или опосредованному разрушению клеточных структур, помимо этого, 

подвергая деструкции антиапоптозные белки семейства Bcl-2, они повреждают 

систему репарации и репликации ДНК [63, 66] Основную роль в апоптозе играет 

активированная эффектроная каспаза 3, она подключает в апоптоз 

цитоплазматические белки, активирует  фосфолипазу А, протеинкиназу С, 

ферменты репликации и репарации, ингибиторы эндонуклеаз и т.д. [61]. 

https://ru.wikipedia.org/wiki/Bcl-2
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Увеличенная концентрация Ca
2+

 в цитоплазме стимулирует его переход в 

активное состояние за счет связывания с кальмодулином. Кальций в таком 

состоянии способствует активации цистеиновых и сериновых протеаз, 

расщепляющих и повреждающих белки цитоскелета [75], а также активирует 

трансглутаминазу, сшивающую полиамины и белковые молекулы [76]. 

Также увеличение концентрации Ca
2+

 приводит к открытию 

неспецифических пор, изменяющих проницаемость мембраны митохондрий 

(mPTP, от англ «Mitochondrial permeability transition pore») [77]. mPTP 

представляет собой Са
2+

–зависимый канал, образованный комплексом белков, 

проходящих сквозь митохондриальные мембраны. Точный состав mPTP поры на 

данный момент неизвестен, существует несколько предположений, что его 

компонентами могут являться аденин-нуклеотидный транспортер (ANT, от англ. 

«adenine nucleotide transporter»), потенциал-зависимый анионный канал (VDAC, 

от англ. «voltage-dependent anion channel») и циклофилин D [78-80]. Считается, 

что в матрикс Са
2+

 поступает при помощи Са
2+

–унипортера, а высвобождается 

при помощи Na
+
/Са

2+ 
 и H

+
/Са

2+
–антипортеров, либо через mPTP [81, 82]. 

Концентрация Са
2+

 играет регуляторную роль в работе mPTP, активируя ее 

открывание с матриксной стороны и блокируя с наружной стороны 

митохондриальной мембраны. При этом Са
2+

 активирует матриксный белок 

циклофиллин D, участвующий в открытии канала mPTP [82]. 

В нормальном состоянии каналы mPTP закрыты, их открытие приводит к 

выходу цитохрома С, изменению мембранного потенциала, поступлению ионов и 

воды в матрикс митохондрий и их набуханию. Это провоцирует разрыв внешней 

мембраны и поступление «белков апоптоза» в цитоплазму с развитием 

соответствующих реакций [83]. 

 Еще одним важным эффектором апоптоза является флавопротеин AIF (от 

англ. «Apoptosis-inducing factor»), который также высвобождается из 

межмембранного пространства митохондрий, а попадая в клеточное ядро, 

активирует эндонуклеазы, фрагментирующие ДНК, и способствует конденсации 

хроматина. Это действие AIF не зависит от каспазного каскада, апоптоз будет 
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возникать при высвобождении AIF из митохондрий даже в условиях его 

ингибирования [84].  

Все эти процессы внешне выражаются в виде выступов на плазмалемме и в 

сморщивании клетки, что можно визуализировать с помощью 

высокоразрешающей микроскопии.  

 

Деградационная стадия апоптоза 

На третьей стадии апоптоза происходит активное развитие каспазного 

каскада и соответствующих реакций в клетке. Активно идут процессы 

расщепления белков, деполимеризации микротрубочек цитоскелета. Характерной 

чертой начала деградационной стадии является «округление» клетки, связанное с 

образованием кортикальных периферийных колец, образованных 

реорганизованными актиновыми микрофиламентами. Происходит процесс 

кареорексиса - фрагментация и расщепление ДНК нуклеазами. Однако в 

некоторых случаях апоптоз протекает без фрагментации ДНК [66]. Данная стадия 

апоптоза характеризуется переходом маркеров апоптоза с внутренней 

поверхности плазматической мембраны на внешнюю, что помогает 

фагоцитирующим клеткам распознать апоптозные. Данные маркеры являются 

фофсфолипидами, содержащими фосфосерин: фосфатидилсерин, тромбоспондин 

и т.д. В нормальном состоянии фосфатидилсерин перемещается АТФ-зависимой 

флиппазой с внешнего на внутренний слой плазматической мембраны, во время 

апоптоза работа флиппазы нарушается и фосфатидилсерин скапливается на 

внешней поверхности, помогая фагоцитирующим клеткам, содержащим 

ассоциирующиеся с фосфатидилсерином белки, распознавать апоптотические 

клетки [63]. 

Внутреннее содержимое клетки разделяется мембранами на отдельные 

области и происходит формирование мембранных везикул, апоптозных телец. 

Данный процесс получил название блеббинг [85-87]. После чего остатки клетки 

поглощаются  макрофагами или соседними клетками [61, 88]. 
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1.2.3 Способы определения апоптоза 

 

Поскольку апоптоз иногда довольно сложно идентифицировать или отличить 

от других видов ПКГ, большое значение имеют способы его определения. К 

настоящему времени разработано несколько методов, позволяющих обнаружить 

его в клеточных культурах или даже в живых организмах [89]. При работе с 

клеточными культурами наиболее часто используются методы определения 

апоптоза, основанные на изменении ΔΨm, выходе цитохрома С из митохондрий, 

активации каспазы-3, а также на основе фрагментации ДНК. 

Все виды апоптоза (инициируемые как по внутреннему, так и по внешнему 

механизму) неразрывно связаны с активацией каспазы-3 [90-94]. Прокаспаза-3 

является неактивной формой каспазы-3, при ее расщеплении происходит 

активация и запускается ряд событий, ведущих к апоптозу [95-97]. Многие из 

расщепленных фрагментов можно пометить при помощи субстрат-специфичных 

антител и обнаружить при помощи вестерн-блоттинга или при помощи проточной 

цитометрии целых клеток [98]. Дополнительным механизмом подтверждения  

апоптоза может являться предварительная обработка культуры ингибиторами 

каспазы-3 zVAD-fmk или DEVD-fmk [99]. Также для подтверждения работы 

каспазы-3 могут использоваться антитела, специфичные к фрагментам 

субстратов, расщепляемых каспазой-3, например, к поли(АДФ-рибоза)-

полимеразе (PARP, от англ. «poly(adenosine ribose) polymerase») [100]. Разработан 

ряд генетически-кодируемых сенсоров активности каспаз, основанных на 

принципе прекращения FRET (англ. «Fluorescence Resonance Energy Transfer») 

при расщеплении каспазного субстрата и вызванного им расхождения 

флуоресцентных или люменесцентных доменов сенсора [101]. 

 Одним из показателей жизнеспособности клетки является наличие 

митохондриального трансмембранного потенциала (ΔΨm). ΔΨm формируется за 

счет окислительного фосфорилирования, в процессе которого происходит 

активный перенос положительно заряженных протонов через внутреннюю 

митохондриальную мембрану в межмембранное пространство и накоплению 
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отрицательного заряда на матриксной поверхности внутренней мембраны 

митохондрий. Цитохром С переносит электроны из комплекса III в комплекс IV 

по цепи переноса электронов, способствуя накачке протонов в митохондриальное 

межмембранное пространство [102], поэтому он крайне важен для поддержания 

ΔΨm. 

В нормальных физиологичных условиях цитохром С располагается в 

межмебранном пространстве митохондрий [103, 104]. Высвобождаясь в цитозоль 

во время апоптоза цитохром С активирует каспазный каскад [104]. Выход 

цитохрома С из митохондрий приводит к остановке переноса протонов, вызывая 

быструю диссипацию ΔΨm. Измерение количества цитохрома С в цитозоле и во 

внеклеточном пространстве используется как метод определения апоптоза [105, 

106]. 

Таким образом, потеря ΔΨm тесно связана с высвобождением цитохрома С и 

часто используется в качестве маркера апоптоза [98, 107]. Изменение ΔΨm можно 

обнаружить, окрашивая клетки положительно заряженными красителями, 

например, этиловым эфиром тетраметилродамина (TMRE, от  англ. 

«tetramethylrhodamine ethyl ester», этиловый эфир тетраметилродамина). TMRE 

является красным флуоресцентным красителем, который можно обнаружить 

методами проточной цитометрии или флуоресцентной микроскопии. 

Интенсивность флуоресценции TMRE окрашенных клеток будет указывать на 

высокий или низкий ΔΨm, при этом интенсивнее окрашиваются здоровые клетки 

с сохраненным ΔΨm [98]. 

Помимо TMRE для определения ΔΨm также используется метиловый эфир 

тертраметилродамина (TMRM, от англ. «tetramethylrhodamine methyl ester»). 

TMRM флуоресциирует оранжевым, накапливаясь в митохондриях с 

сохраненным ΔΨm. Когда ΔΨm начинает снижаться, краситель рассеивается по 

цитозолю клетки, в результате чего уровень флуоресценции снижается. Таким 

образом, TMRM удобно использовать в экспериментах для мониторинга 

состояния митохондрий методами лазерной сканирующей микроскопии или 

проточной цитометрии [108, 109]. 
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Изменение ΔΨm и выход цитохрома C из митохондрий предшествуют 

активации каспазы-3, указывая на более ранние стадии апоптоза. Помимо этих 

критериев, для определения апоптоза довольно часто используются красители, 

связывающиеся с фосфатидилсерином (ФС) апоптотических клеток. 

Экстернализация ФС проявляется позднее вышеуказанных признаков апоптоза, 

однако предшествует сжатию цитоплазмы, уменьшению размеров клетки и 

блеббингу [110] и позволяет определить апоптоз в более ранние сроки, чем 

методы, основанные на фрагментации ДНК.  

Одним из наиболее часто используемых красителей для маркирования 

экстернализации ФС является Аннексин V. Аннексин V – это Ca
2+

 -зависимый 

фосфолипид-связывающий белок, который имеет высокое сродство к ФС. Он 

связывается с клетками, у которых ФС перестал удерживаться на внутренней 

поверхности плазматической мембраны и локализовался на поверхности клетки 

[111-113]. 

Аннексин V может быть конъюгирован с флуоресцентными метками, такими, 

как фикоэритрин (ФЭ) или изотиоцианат флуоресцеина (ФИТЦ, FITC, от англ. 

«fluorescein isothiocyanate»). ФЭ и ФИТЦ имеют высокое сродство к Аннексину V 

и служат в качестве чувствительных зондов для проточной цитометрии  или 

флуоресцентной микроскопии клеток, в которых протекает апоптоз [114-116]. 

Окрашивание клеток Аннексином часто проводят одновременно с другими 

флуоресцентными красителями, имеющими сродство к ДНК, например, 

пропидиумом йодидом (ПИ) или 7-ААD. 7-ААD способен проникать в клетку 

через поврежденную мембрану и связываться с деградирующей ДНК на участках 

между гуанином и цитозином, что является маркером поздней стадии апоптоза, 

либо некроза [117]. Такое комбинирование помогает помимо экстернализации ФС 

также контролировать повреждения плазматической мембраны и отделить 

апоптоз от некроза или других видов клеточной гибели [115, 118]. 

Одним из поздних призаков апоптоза является фрагментация ДНК [119, 120], 

для обнаружения которой может быть использован метод терминальной 

маркировки концевой дезоксинуклеотидилтрансферазы (TUNEL, от англ. «TdT-
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mediated dUTP Nick End Labeling Assays»). Метод был разработан около 20 лет 

назад и впоследствии усовершенствован. Он основан на наличии двухцепочечных 

разрывов ДНК, которые можно определить при помощи 

дезоксинуклеотидилтрансферазы (TdT), катализирующей присоединение 

дезоксинуклеотидов, меченных флуорохромом или другими маркерами, к 3'-

гидроксильных концам данных двухцепочечных разрывов ДНК [121, 122]. 

Изначально при проведении данного анализа возникали сложности с 

идентификацией апоптоза, но затем появились способы, позволяющие 

использовать модифицированные флуорофоры или гаптены 2´-дезоксиуридин-5´-

трифосфата (dUTP), с использованием брома или биотина, что позволило 

повысить точность данного анализа [123, 124]. 

 

 

1.3 Активные формы кислорода 

 

 

Активные формы кислорода представляют собой небольшие молекулы, 

образуемые из кислорода в ходе различных реакций. Большая часть АФК – 

свободные радикалы, играющие роль вторичных мессенджеров [125]. 

 

1.3.1 Основные типы АФК 

 

Источники АФК в клетке 

К основным АФК относятся: супероксид анион-радикал (
•
O2ˉ), пероксид 

водорода (Н2О2), пероксидный радикал (HO
•
2), гидроксильный радикал (

•
OH), 

пероксидный ион (HOˉ2), гипохлорит-ион (СlOˉ), синглетный кислород (
1
О2), озон 

(О3), оксид азота (
•
NO). АФК подразделяются на радикальные и нерадикальные. 

Радикальные формы имеют один или несколько неспаренных электронов на 

внешней электронной оболочке. Примерами таких форм кислорода являются 
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супероксид анион-радикал и гидроксильный радикал. Нерадикальные АФК 

неспаренных электронов на внешней электронной оболочке, соответственно, не 

имеют: например, пероксид водорода, гипохлорит. 

Около 95-98% вдыхаемого человеком кислорода (О2) идет на окисление 

субстратов и выработку энергии, оставшиеся 2-5% О2 превращаются в ходе 

различных реакций в АФК [126, 127]. Большая часть кислорода в клетке 

потребляется митохондриями, именно за счет их деятельности в клетке 

вырабатывается большая часть АФК [128-131]. 

Образование АФК происходит на митохондриальной дыхательной цепи 

(электронно-транспортной цепи, ЭТЦ) при 4-х электронном восстановлении О2 до 

воды (Н2О), что необходимо для производства АТФ – основной функции 

митохондрий [132]. Таким образом, образование АФК  является важной частью 

функционирования клеток. Присоединение каждого последующего электрона к 

молекуле О2 приводит к образованию новой формы АФК [128, 133].  

1) О2 + е ̄ → 
•
O2 ˉ  

2) •
O2 ˉ + е  ̄+ 2 Н

+
 → Н2О2 

3)  Н2О2 + е  ̄→ 
•
OH +НО ̄ 

4) 2 
•
OH + 2 е ̄ + 2 Н

+
 → 2 Н2О 

Донорами электронов для цепочки данных реакций являются, как правило, 

металлы с переменной валентностью, например медь или железо [128]. 

Избыточная продукция АФК в большей степени связана с нарушением 

электронно-транспортной цепи митохондрий (ЭТЦ) или микросом [134]. Также 

этому способствуют изменение работы дегидрогеназ и низкие концентрации 

аденозиндифосфата АДФ. Секреция митохондриальных АФК в цитозоль 

контролируется большой группой белков [135]. Повышенное накопление кальция 

в цитоплазме отвечает за активацию митохондриальной цепи переноса электронов 

и за выработку АФК. Еще одним эндогенным источником АФК является 

цитохром P450-зависимая микросомальная система транспорта электронов у 

млекопитающих [136]. 
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Одной из наиболее изученных к настоящему моменту АФК является 

синглетный кислород. 
1
О2  является высокореактивной нерадикальной 

электрофильной молекулой, способной окислять фенолы, сульфиды, амины, 

быстро взаимодействовать с ненасыщенными органическими соединениями с 

двойной связью и т.д. [137]. В конечном итоге взаимодействие 
1
О2  с клетками 

приводит к перекисному окислению липидов (ПОЛ) в биомембранах с 

образованием гидроперекисей органических молекул [138]. 

В клетках 
1
О2 с эффективностью 50% может генерироваться в результате 

самопроизвольного разложения пероксинитрата (O2NOO ̄ , продукт реакции 

супероксидных анионов и NO2) [139, 140]. Также он может образовываться в 

результате взаимодействия пероксинитрита (ONOO ̄ ) и Н2О2 [48, 141, 142], в 

реакциях между HOCl и Н2О2 [143, 144], между гидроперекисями липидов и 

HOCl/пероксинитритом [139, 145, 146], между глутатионом и супероксидным 

анионом [147].  

В отличие от других видов АФК, являющихся продуктами реакций переноса 

электронов, 
1
О2 представляет собой единственный вид АФК, генерируемый при 

передаче энергии. 
1
О2 способен участвовать в реакциях, в которые О2 не вступает. 

Он может образовываться при передаче энергии от возбужденной молекулы 

фотосенсибилизатора, в свою очередь возбужденной квантом света [148-150], что 

используется в фотодинамической терапии как потенциальное терапевтическое 

средство для лечения злокачественных опухолей, а также в лечении вирусных 

заболеваний [150-152]. Гибель опухолевых клеток, вызванная посредством 
1
О2, 

может протекать через апоптоз [151, 153]. 
1
О2 участвует в различных химических 

реакциях с образованием других окислителей и цитотоксических молекул, 

способных убивать патогены и инактивировать антигены [154]. 
1
О2 также является 

причиной фотодеградации полимеров [155]. 

Наиболее заметным представителем АФК является супероксид анион-

радикал, являющийся продуктом одноэлектронного восстановления двухатомного 

кислорода. Реакционная способность данного радикала относительно низкая, но 

он является наиболее распространенным АФК [156]. 



26 
 

В физиологических условиях 
•
O2ˉ может генерироваться NADPH-оксидазами 

[157, 158], но в основном вырабатывается митохондриальной цепью переноса 

электронов, в частности ее комплексами I, II и III [159], при этом только комплекс 

III высвобождает 
•
O2ˉ как в матрикс, так и в межмембранное пространство 

митохондрии [160]. В присутствии фермента  супероксиддисмутазы (СОД) 
•
O2ˉ 

превращается в Н2О2 [161-163]. 
•
O2ˉ является источником 

•
OH – самого активного 

и реакционноспособного АФК, образуемого в ходе в реакции Хабера–Вейсса 

[164]. 

OH
•
 может быть причиной серьезных повреждений клеточных структур, 

вызывая повреждения мембран, перекисное окисление липидов, нарушение 

структуры белков. В клетках не существует механизма ферментативного 

уничтожения OH
•
, поэтому чрезмерные его концентрации могут привести к их 

гибели. Высокая реакционная способность данного радикала объясняется 

наличием неспаренного электрона, что позволяет активно взаимодействовать с 

другими молекулами [165, 166]. Помимо реакции Хабера–Вейсса, 
•
OH может 

быть образован в реакциях взаимодействия Н2О2 с ионами переходных металлов 

[149, 164], а также на 3-м этапе 4-х электронного восстановлении О2 до воды [128, 

133]. 

Н2О2 относится к нерадикальным формам АФК, обладает относительно 

длительным временем жизни, что позволяет ему участвовать в реакциях с 

биомолекулами в удалении от сайтов его образования. Этому же способствует 

способность Н2О2 проникать через мембраны. Такие свойства пероксида водорода 

способствуют его роли в качестве вторичного мессенджера для передачи 

каскадных сигналов [167, 168]. Наиболее значимым источником Н2О2 в клетке 

является 
•
O2ˉ, который превращается в пероксид водорода за счет работы СОД 

[161, 162]. 

Повышение концентраций АФК в клетке может быть вызвано внешними и 

внутренними факторами. К внешним можно отнести: ультрафиолетовое (УФ) и 

ионизирующее излучения (ИИ), различные канцерогены [149]; внутренними 
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причинами повышения концентраций АФК может являться, например, нарушение 

дыхательной цепи переноса электронов в митохондриях [134].  

 

Клеточные мишени и функции АФК 

АФК характеризуются высокой реакционной способностью по отношению к 

биологическим мишеням, включая липиды, белки и ДНК [169]. 

 Поскольку большая часть АФК образуется в дыхательной цепи 

митохондрий, наиболее повреждающее действие АФК оказывают именно на 

мембраны митохондрий [130, 131]. Вырабатываемые за счет  работы ЭТЦ, АФК 

[133] участвуют в передаче клеточных сигналов, связанных с выживанием и 

гибелью клеток, а также в контроле окислительно-восстановительного гомеостаза 

[170]. Под действием АФК происходит окисление SH-групп АДФ/АТФ-

транслоказы, в связи с чем нарушается выход АТФ из матрикса митохондрий, 

происходит повреждение митохондриальных мембран, открытие 

неспецифических пор mPTP, выход в цитозоль цитохрома С, его связывание с 

Apaf-1 и прокаспазой 9 с образованием апоптосомы, выход флавопротеина AIF 

[48, 84]. Помимо этого, АФК способствуют поступлению Са
2+

 из внеклеточного 

пространства и внутриклеточных депо в цитоплазму, также они способствуют 

активации  кальциевых транспортеров, что приводит к проникновению Са
2+

 в 

матрикс митохондрий из цитоплазмы [171, 172]. Происходит проникновение 

ионов и воды в матрикс митохондрий, их набухание, разрыв внешней мембраны, 

выход «белков апоптоза» в цитоплазму и развитие дальнейших реакций апоптоза, 

ведущих к гибели клеток [83]. 

АФК приводят к окислению азотистых оснований, их модификации и 

повреждению хромосом. Поскольку множество жизненно важных белков 

закодированы в геноме митохондриальной ДНК (мтДНК), ее повреждения 

приводят к нарушению их экспрессии и функционирования клетки в целом.  Если 

мутации накапливаются медленно и не приводят к быстрой гибели, то происходит 

«старение» митохондрий. Существует зависимость между уровнем АФК, 

эффективностью дыхания и возрастом, что легло в основу «митохондриальной 
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теории старения» [83, 173]. Если же изменения в митохондриях происходят 

относительно быстро, то они приводят к нарушению витальных функций клетки, 

ее злокачественному перерождению или гибели. 

Радикальные формы кислорода приводят к перекисному окислению липидов 

[174]. В небольших концентрациях АФК участвуют в поддержании окислительно-

восстановительного баланса и иммунной системы [175], в различных 

физиологических процессах, таких как миграция, пролиферация, 

прогрессирование клеточного цикла и др. [176, 177].  Например, локальная 

продукция АФК за счет оксидазы никотинамидадениндинуклеотидфосфата 

(NADPH-оксидаза, NOX, от англ. «Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

oxidase») может влиять на миграцию клеток через изменения в динамике адгезии 

и сигнализации [177]. Однако увеличение их концентраций приводит к 

окислительному стрессу в клетках, нарушению физиологических функций и 

повреждению генома [178-180].  

К настоящему моменту в ряде исследований показано, что АФК способны 

играть решающую роль в гибели опухолевых клеток с помощью различных 

механизмов, влияющих на окислительный стресс [181-183]. Высокий уровень 

окислительного стресса способствует гибели опухолевых клеток путем некроза 

или апоптоза [184, 185]. Окислительный стресс может быть причиной временной 

остановки клеточного роста и адаптации, способен инициировать некоторые 

механизмы  передачи сигналов, вызывать транскрипцию генов и восстановление 

поврежденной ДНК [186, 187]. Разница реакций будет зависеть от генетического 

фона клетки, видов АФК, вызывающих окислительный стресс, 

продолжительности и интенсивности окислительного стресса [188, 189]. 

Совокупность всех факторов будет определять дальнейшую судьбу клетки: 

подвергнется ли она некрозу, апоптозу, старению или выживет и приступит к 

делению [187]. 

В некоторых клеточных системах уровни АФК при апоптозе изменяются при 

действии на них фактора некроза опухоли α (TNF-α, от англ. «tumor necrosis factor 

alpha»), который способен запускать  митоген-активируемый протеинкиназный 
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каскад (MAPK, от англ. «mitogen-activated protein kinase») [190, 191]. Было 

показано, что АФК, накопление которых произошло посредством TNF-α, 

способствуют превращению каталитического цистеина инактивирующих JNK 

фосфатаз в сульфеновую кислоту, блокируя их действие. Активация JNK, в свою 

очередь, является необходимым условием для высвобождения цитохрома С, 

активации каспазы 3, а также развития некротической реакции [192]. Количество 

АФК может повышаться во время апоптоза, опосредованного TNF-α [191], также 

АФК являются медиаторами апоптоза лимфоцитов после таких стимулов, как 

передача сигналов Fas [193], лечение глюкокортикоидами [194] или 

химиотерапевтическими препаратами [195]. 

Ингибирование апоптоза через Bcl-2 связано с защитой от АФК [196]. В 

различных моделях апоптоза изменения окислительно-восстановительного 

статуса клеток в более окислительную среду происходят до начала конечной фазы 

активации каспазы [185, 197]. Этот случай дополнительно подтверждается 

способностью различных антиоксидантов, таких как N-ацетил-L-цистеин (NAC), 

блокировать апоптоз аналогично ингибиторам каспазы [198]. Кроме того, 

антиоксидантные свойства Bcl-2, мощного ингибитора апоптоза, еще раз 

подтверждают эту точку зрения [199, 200]. В нормальных условиях аэробные 

клетки наделены обширными антиоксидантными защитными механизмами для 

противодействия повреждающему действию АФК [201, 202]. Когда прооксиданты 

подавляют механизмы антиоксидантной защиты, возникает окислительный 

стресс. Интересно, что апоптоз может служить надежным устройством для 

предотвращения неконтролируемой пролиферации клеток перед лицом 

постоянного окислительного стресса [203].  

Если контролировать уровень АФК в необходимом диапозоне, то их можно 

использовать для лечения опухолевых новообразований [26, 169, 177]. Для 

борьбы со злокачественными новообразованиями, помимо облучения, влияющего 

на внутриклеточные уровни АФК в опухолях [150, 151, 204, 205], также 

используется ряд противоопухолевых препаратов, способных изменять уровень 

АФК через различные механизмы [206]. Примерами таких препаратов могут 
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являться производные антрациклина, способные вызывать апоптоз 

злокачественных новообразований. Так, доксорубицин [207] и эпирубицин [208] 

проявляют противоопухолевую активность, вызывая повышенное образование 

АФК и повреждая ДНК [209, 210]. А винорелбин истощает запасы глутатиона, 

приводя к увеличению концентраций внутриклеточных АФК [211].  

Также к противоопухолевым препаратам, способным вызывать повышенное 

образование АФК, относятся платиновые комплексы. Цисплатин является 

наиболее изученным представителем подобных препаратов [212-219]. 

Эффективность новых противоопухолевых препаратов, а также их механизмы 

действия и побочные эффекты часто сравнивают с цисплатином [220-222]. 

Аналогично производным антрациклина, противоопухолевый эффект при 

использовании платиновых комплексов связан не только с повышенным 

образованием АФК, но и с воздействием на цепочки ДНК. Добавление ловушек 

АФК при действии данных препаратов способно снизить гибель клеток и даже 

способствовать восстановлению двухцепоченых разрывов ДНК [222, 223]. 

Артесунат не является противоопухолевым препаратом, однако индуцирует 

апоптоз в лейкозных Т-клетках главным образом через митохондрии и генерацию 

АФК [224], используется для лечения тропической малярии [225]. 

Многие цитотоксические агенты вызывают образование АФК, в том числе 

H2O2 и 
•
O2ˉ, которые участвуют в индукции апоптотической гибели клеток [181, 

207, 222, 223, 226]. 

 

1.3.2 Пероксид водорода 

 

Образование Н2О2 в клетке 

Н2О2 генерируется в процессе клеточной жизнедеятельности в качестве 

побочного продукта различных реакций, однако основная его часть образуется на 

дыхательной цепи митохондрий [128, 227].  

Главным источником Н2О2 в клетке является 
•
O2ˉ, образуемый в дыхательной 

цепи митохондрий и подвергающийся реакции дисмутации СОД, небольшая часть 
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реакций дисмутации происходит спонтанно [228, 229]: 

1) 2
•
O2ˉ + 2Н2О→ Н2О2 + О2 +2 OH ˉ; 

2) M
(n+1)+

−СОД  +  
•
O2ˉ → M

n+
−СОД  +  O2 , 

M
n+

 − СОД + 
•
O2ˉ + 2H

+
 → M

(n+1)+ 
− СОД + H2O2, 

где M – переходный металл: Cu (n=1); Mn (n=2); Fe (n=2); Ni (n=2) [228]. 

СОД имеет несколько изоформ, различающихся строением активного центра, 

содержащего различные типы переходного металла-кофактора:  Cu,Zn-СОД  

содержится в цитозоле (СОД1) [230] и межклеточном пространстве (СОД3) [231], 

Mn-СОД в митохондриях (С0ОД2) [232], Fe-СОД в  небольшом количестве в 

митохондриях [233, 234]. Таким образом, Н2О2 может быть синтезирован из 
•
O2ˉ: 

а) при помощи СОД1 в цитозоле клетки, куда 
•
O2ˉ экспортируется из 

митохондриального межмембранного пространства через потенциал-зависимые 

анионные каналы; б) через СОД2  в митохондриальном матриксе, где 

непосредственно происходит синтез 
•
O2ˉ на III комплексе митохондриальной цепи 

[163, 201]; в) во внеклеточном пространстве с помощью  СОД3, куда 
•
O2ˉ может 

быть транспортирован через NOX2 [162]. Поскольку СОД характеризуются как 

высокоэффективные ферменты, баланс смещается в сторону образования Н2О2, 

который относительно свободно диффундирует или транспортируется при 

помощи рецепторов через биологические мембраны [235]. 

Другим источником 
•
O2ˉ для образования Н2О2 являются НАДФH-оксидазы, 

осуществляющие перенос электронов через биологические мембраны [157, 158]. 

Кроме дисмутации 
•
O2ˉ пероксид водорода может образовываться в ходе 

отщепления ферментами атомов водорода от органических субстратов (R). До 

35% вырабатываемого клетками Н2О2 образуется в пероксисомах за счет работы 

множества ферментов: уратоксидаз, оксидаз L-α-оксикислот, оксидаз D-

аминокислот, глицилоксидаз, ацил-КоА-оксидаз жирных кислот  и т.д.: 

RH2 + O2 → R + Н2О2 

где R – субстрат [236, 237]. 
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Ксантиноксидаза – молибденсодержащий фермент, встречающийся в 

цитоплазме некоторых клеток [238]. Во время двухэлектронного восстановления 

ксантиноксидазой О2 также происходит образование Н2О2: 

гипоксантин + O2 + H2O → ксантин + H2O2 

ксантин + 2 O2 + H2O → мочевая кислота + 2 
•
O2ˉ + 2H

+
 

ксантин + O2 + H2O → мочевая кислота + H2O2 

2 
•
O2ˉ + 2H

+
 → H2O2 + O2 

Помимо этого, образование Н2О2 может происходить на мембранах 

митохондрий при взаимодействии двухзарядного аниона кислорода и протонов 

[237]: 

О2
2
 ˉ + 2Н

+
 → Н2О2 

 

Диффузия Н2О2 через мембраны 

Н2О2 является менее реакционноспособной АФК, чем 
•
O2ˉ и 

•
OH, он не 

является радикалом и относительно легко проникает через клеточные мембраны. 

Перемещается данная молекула через мембраны с различными константами 

скорости проникновения, так, скорость его диффузии через плазматическую 

мембрану составляет от 0,01 до 0,7 см/мин [239]. Существуют работы, 

указывающие, что некоторые мембраны хуже проницаемы для пероксида 

водорода, чем другие [239-242],  что указывает на возможность клетки 

контролировать трансмембранную диффузию. На проникновение Н2О2 сквозь 

мембрану может влиять осмотическое растяжение самой мембраны, облегчающее 

диффузию [243], а также состав мембраны – разница в липидных и/или белковых 

образующих ее компонентах [242].  

Показано, что важную роль в диффузии Н2О2 через мембраны играют 

аквапорины. Известно, что  аквапорин 8, в отличие от аквапорина 1, облегчает  

его транспорт через мембраны [244-246]. 

Эти свойства делают Н2О2 удобной молекулой для участия в различных 

клеточных сигналах, поэтому многие исследователи рассматривают его в качестве 

вторичного мессенджера [22-24].  
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Роль Н2О2 в нормальных и опухолевых клетках 

К настоящему моменту накопилось множество сведений о Н2О2, 

показывающих, что его роль в жизнедеятельности клеток неоднозначна. Н2О2 

способствует повышенному ангиогенезу [14, 15], может принимать участие в 

реакциях, приводящих к клеточной пролиферации, а также миграции клеток [10-

13, 247, 248]. Он также способен вызывать повреждения ДНК и мутации [249-

251], приводить к злокачественной трансформации и способствовать 

метастазированию рака [19-21, 252]. Помимо этого есть сведения, указывающее 

на его участие в передаче апоптозного [16-18, 253, 254] , а также некрозного [255, 

256] сигналов. 

Показано, что на одну и ту же культуру клеток пероксид водорода может 

оказывать разное воздействие. Так, добавление Н2О2 в небольших концентрациях 

к клеткам BHK-21, а также к клеткам рака простаты человека способно привести 

к увеличению пролиферации, а в высоких концентрациях вызывать торможение 

роста, остновку клеточного цикла и/или апоптоз [257, 258]. Разница в 

достигаемых эффектах определяется состоянием клетки, её окружением, 

временем воздействия, а также локальной концентрацией Н2О2 [8, 259]. 

Нужно отметить, что концентрации Н2О2 играют одно из решающих 

значений при выборе клеткой дальнейшей стратегии поведения [22] (рисунок 1). 

В интервале концентраций от 1 нМ до 0.1–0.5 мкМ, соответствующем 

физиологичному состоянию клетки, Н2О2 играет роль сигнальной молекулы,  в 

концентрациях от 1 мкМ до 10 мкМ  он способен вызвать остановку клеточного 

цикла и окислительный стресс, к которому клетка может адаптироваться и 

продолжить делиться в дальнейшем, а при концентрации свыше 10 мкМ 

окислительный стресс будет слишком высоким, клетка потеряет способность 

адаптироваться и подвергнется апоптозу [22]. Однако данные границы весьма 

условны и сильно зависят от типа клеток, распределения Н2О2 внутри клетки, 

условий культивирования и т.д. 
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Рисунок 1. Различные клеточные эффекты Н2О2 [22] с изменениями 

 

Существуют данные об особенностях образования и утилизации пероксида 

водорода в нормальных и опухолевых клетках. Продукция Н2О2 посредством 

СОД2 участвует в регулировании экспрессии MMP, инвазии опухоли и ее 

метастазировании, а опухоли с повышенным содержанием СОД2 могут быть 

устойчивы к химио- и лучевой терапии [20]. С другой стороны, для ряда опухолей 

продемонстрирована повышенная экспрессия ферментов антиоксидантной 

защиты, таких, как каталаза, ГП и пероксиредоксины [260, 261]. 

Нормальные и опухолевые клетки  обладают разной чувствительность по 

отношению к Н2О2: опухолевые клетки обладают повышенной 

восприимчивостью, а определенные концентрации Н2О2 способны вызывать 

гибель опухолевых, но не нормальных клеток [22, 26, 27] (рисунок 2). Это 

обусловлено повышенной метаболической активностью опухолевых клеток, что 
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приводит к изменениям окислительно-восстановительного состояния и 

способствует образованию высоких уровней АФК [169]. 

 

 

 

 

 

 

контролируемый 

  уровень Н2О2 

 

уровень Н2О2 

  в клетке 

Рисунок 2. Избирательная гибель опухолевых клеток при воздействии H2O2, 

адаптировано из [26] 

 

Повышенный уровень АФК, в том числе и Н2О2, в опухолевых клетках может 

быть использован в качестве метода их селективного уничтожения при помощи 

химиотерапевтических препаратов, а также способствовать борьбе с 

устойчивостью опухолевых клеток к их воздействию [28, 29]. Существуют 

противоопухолевые препараты, обеспечивающие образование Н2О2 [262, 263]. 

 

Клеточные мишени Н2О2 

Среди многочисленных внутриклеточных мишеней Н2О2 важной функцией 

во внутриклеточной сигнализации обладают редокс-чувствительные белки, 

содержащие в боковых цепях сульфгидрильные или тиоловые группы (SH) [264, 

265]. В физиологичных условиях тиоловые группы белков окисляются с 

образованием сульфеновой кислоты (RSOH), а также с образованием внутри- и 
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межмолекулярных S-S мостиков белковых молекул, что непосредственно 

выражается в конформационных изменениях в структуре белков [266]. 

Окислительно-восстановительные превращения тиольных групп в белках 

являются обратимыми [267], что является важным условием соблюдения 

окислительно-восстановительного баланса в клетке и может использоваться для 

определения внутриклеточных концентраций Н2О2  [268].  

Ферменты, способствующие разложению Н2О2, могут приводить к  быстрому 

снижению его уровня [235], что вызывает образование градиентов концентрации 

в определенных локусах клетки, а инактивация данных ферментов в 

определенных клеточных областях может приводить к окислению специфических 

тиолов в целевых белках [269, 270]. Тиоловые группы пероксиредоксинов 

способны окисляться даже при относительно низких концентрациях Н2О2 [271, 

272], однако макромолекулы требуют больших концентраций Н2О2. Окисляя 

каталитический цистеин MAPK фосфатаз, Н2О2 приводит к их инактивации, что 

вызывает активацию JNK и p38 MAPK. Активация JNK, в свою очередь, приводит 

к развитию апоптоза через активацию каспазы 3 и выход цитохрома С, также это 

может приводить к развитию некротической реакции [192].  JNK изменяет 

активность множества митохондриальных и ядерных белков, регулируя рост, 

миграцию, пролиферацию и выживание или апоптоз клеток [273-275]. Активация 

p38 MAPK способствует повышению активности фактора транскрипции NF-κB, 

что может обеспечивать выживание и метастазирование раковых клеток [276]. 

Таким образом, через Н2О2 можно как контролировать селективную, 

локализованную передачу сигнала, так и способствовать общей клеточной 

реакции. 

Существуют противоречивые сведения о роли Н2О2  в механизме апоптоза. 

Многие цитотоксические препараты индуцируют АФК, в том числе пероксид 

водорода, вызывая апоптоз опухолевых клеток [226]. Известно, что остатки 

цистеина в каталитическом сайте капсаз способны подвергаться глутатиолизации, 

нитрозированию или окислению, что является необходимым условием 

окислительно-восстановительного механизма контроля каспазной активности 
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[277]. Показано, что вызванная Н2О2 инактивация каспазы 9 связана с окислением 

цистеина каталитического сайта прокаспазы 9 и приводит к ингибированию 

апоптоза [278]. Также экзогенное или эндогенное повышение уровня Н2О2 

вызывает обратимую инактивацию каспазы 3 и каспазы 8 путем окисления 

цистеинов их каталитических центров [279]. В тоже время, существуют сведения, 

что Н2О2 может способствовать высвобождению цитохрома С из митохондрий в 

цитозоль, активировать ядерные факторы транскрипции, такие как NF-κB, AP-1 и 

p53 [280], что может привести к повышенной регуляции белков смерти или 

продукции ингибиторов белков выживания. Некоторые исследования 

предполагают, что ингибирование апоптоза Bcl-2 связано с защитой от АФК 

[196]. Вероятно, вызываемые Н2О2 эффекты зависят от его концентрации и 

локализации внутри клетки [22]. 

 

1.3.3 Защита клетки от АФК 

 

Для защиты от АФК в клетке задействуются несколько систем 

антиоксидантной защиты (АОЗ), которые можно разделить на антиоксидантные 

ферменты и неферментные молекулы. Данные вещества всегда присутствуют в 

клетке, поддерживая клеточный баланс и защищая клетку от окислительного 

стресса [281]. Равновесие между скоростями образования оксидантов и их 

обезвреживанием антиоксидантными системами носит название окислительно-

восстановительного баланса или редокс-статуса [282]. 

 

Системы антиоксидантной защиты 

СОД представляют собой ферменты, при помощи которых осуществляется 

реакция дисмутации 
•
O2ˉ в Н2О2 [161-163]. СОД встречаются как у прокариот, так 

и у эукариот [283]. Изоформы СОД в качестве  кофактора в активном центре 

содержат различные ионы переходных металлов:  цинка и меди, марганца, железа,  

а также расположены в разных компартментах клетки, что связано со спецификой 

в регулировании биологических реакций [230-234]. СОД1 содержит в активном 
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центре медь и цинк и встречается в цитозоле эукариотических клеток [230, 284, 

285]. В структуру СОД3 также входят ионы цинка и меди, однако для него 

характерна локализация не внутри клетки, а в межмембранном пространстве 

[231]. В активном центре СОД2 расположен марганец, внутри клетки данная 

суперооксиддисмутаза локализуется внутри митохондрий [232]. Также в 

митохондриях можно встретить железосодержащую СОД [233, 234].  Для 

прокариот характерны марганцевая и железосодержащие СОД [286, 287].  

Каталазы расходуют Н2О2, образованный другими ферментами, для 

окисления множества субстратов с образованием воды: 

H2O2 + RH2 → R + 2H2O  

где R – субстрат. Субстратами каталазы в данных реакциях могут быть фенолы, 

формальдегиды, спирты и другие вещества. Также при накоплении H2O2 под 

воздействием каталазы происходит его распад [234, 288, 289]: 

2H2O2 → 2H2O + O2 

В основном каталаза у эукариот локализована в цитозоле и пероксисомах [290-

292]. 

Пероксиредоксины (Prx, от англ. «Peroxiredoxin») – тиоредоксиновые 

пероксидазы, локализующиеся в митохондриях, цитозоле, ядре и способствующие 

восстановлению органических гидропероксидов, O2NOO ˉ, а также H2O2  [270, 

293, 294]. В активном центре Prx содержатся цистеиновые остатки и, в 

зависимости от них, Prx можно разделить на три класса: типичные 2-Cys 

пероксиредоксины (PrxI-IV), атипичные 2-Cys пероксиредоксины (PrxV) и 1-Cys 

пероксиредоксины, (PrxVI) [270]. Показано, что у мышей с нокаутом PrxI 

выявляется повышенный уровень окислительного стресса, при этом они умирают 

от рака [295].  Работа  Prx происходит при окислении тиоловой группы редокс-

активного цистеина  с образованием сульфеновой кислоты в активном центре 

[266].  

Тиоредоксиновая система АОЗ представлена тиоредоксином и 

тиоредоксинредуктазой. Каталитический центр тиоредоксина содержит два 

соседних цистеина, поэтому он взаимодействует с другими белками по типу тиол-
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дисульфидного обмена [296, 297]. Таким образом, тиоредоксин способствует 

сохранению восстановленной формы белков, а также способен поглощать АФК 

[45]. Тиоредоксинредуктазы, в свою очередь, способствуют регенерации 

тиоредоксина, используя НАДФН в качестве донора электронов [46].  

Система глутатиона включает в себя глутатион (GSH), глутатионредуктазу 

(Grx), глутатионпероксидазы (GP) и глутатион-S-трансферазы (GST). 

Глутатионпероксидаза способствует утилизации Н2О2 и органических пероксидов 

с участием глутатиона, глутатион при этом подвергается окислению [288, 298]: 

2 GSH + H2O2  →  GSSG +2 H2O  

2 GSH + ROOH  →  GSSG +  ROH + H2O 

Более 70% GP локализуется в цитозоле, 25-30% - в матриксе митохондрий, 

сродство к пероксиду водорода у нее выше, чем у каталазы, поэтому она 

эффективна даже при низких его концентрациях. GSH восстанавливает 

дисульфидные связи цитоплазматических белков, окисляясь до дисульфида 

глутатиона (GSSG). Grx активно восстанавливает GSSG, способствуя 

поддержанию определенного уровня GSH, благодаря чему в клетке в 

физиологичных условиях глутатион почти полностью восстановлен [299, 300]. 

GST обнаруживаются в большой концентрации в опухолях, способствует 

соединению глутатиона с электрофильными соединениями [301, 302]. 

 

Активация антиоксидантной защиты пероксидом водорода 

Окисление пероксидом водорода тиоловых групп белков может приводить к 

активации антиоксидантной защиты клетки [227, 303]. Запуск антиоксидантной 

защиты может быть связан с работой транскрипционного ядерного фактора 2, 

связанного с эритроидным фактором 2 (Nrf2, от англ. «Nuclear factor erythroid 2-

related factor 2») [303]. Nrf2 регулирует экспрессию антиоксидантных белков, 

защищающих клетку от окислительного повреждения [304]. Подавление Nrf2 

осуществляется Kelch-подобным белком 1, ассоциированным с ЕСН (Keap1, от 

англ. «Kelch-like ECH-associated protein 1»). Keap1 содержит в своем составе 

остатки цистеина, с которыми происходит связывание убиквитина, формирование 
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убиквитин-лигазного комплекса rbx1 E3 [305] и дальнейшая протеосомная 

деградация. Окисление тиоловых групп остатков цистеина приводит к 

конформационным изменениям Keap1 и может служить маркером окислительного 

стресса [306]. Конформационные изменения Keap1 препятствуют 

убиквитинированию Nrf2 и предотвращают его деградацию протеосомами, в 

результате чего происходит его накопление в ядре и связывание с промоторным 

регионом гена элемента антиоксидантного отклика (ARE, от англ. «anti-oxidant 

response element»), приводя к активации транскрипции антиоксидантных белков. 

Непрерывное накопление Nrf2 в ядрах некоторых раковых клеток может быть 

вызвано мутациями Keap1, связанными с его инактивацией, эпигенетическим 

молчанием Keap1, а также мутациями онкогенов (K-ras, B-raf и c-myc,), 

приводящими к онкоген-опосредованной активации транскрипции Nrf2 [227]. 

Из многочисленных генов-мишеней Nrf2 можно выделить гены 

каталитической и регуляторной субъединицы глутамат-цистеинлигазы – важного 

фермента биосинтеза глутатиона, способствующего превращению L-глутамата и 

L-цистеин при участии АТФ  в гамма-глутамил цистеин [307, 308].  

Активация Nrf2 также может приводить к индукции глутатион-S-трансфераз, 

катализирующих конъюгацию глутатиона (GSH) с эндогенными и 

ксенобиотическими электрофилами [309]. 

Помимо этого Nrf2 влияет на сульфиредоксин 1 и тиоредоксинредуктазу 1, 

которые в свою очередь способствуют восстановлению пероксиредоксинов, 

инактивирующих АФК, в том числе O2NOO ̄ и Н2О2 [310, 311]. Сульфиредоксин  

участвует в антиоксидантном метаболизме, способствуя повторной активации 

пероксиредоксинов, ингибированных избыточным окислением [312], тиоредоксин 

способствует восстановлению других белков за счет тиол-дисульфидного обмена 

цистеина [313, 314]. 

Еще одной мишенью Nrf2 являются гены НАД(Ф)Н-хинон-оксидоредуктазы 

1, катализирующей детоксикацию хинонов [315], обеспечивая полное окисление 

субстрата без образования АФК и семихинонов. Восстановленные НАД(Ф)Н -
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хинон-оксидоредуктазой 1 убихинон и хинон витамина Е способствуют защите 

клетки от ПОЛ [316].  

 

1.3.4 Способы определения АФК в клетке 

 

 

Существуют способы прямого и косвенного обнаружения АФК. Косвенное 

обнаружение АФК осуществляется путем количественного определения 

продуктов их реакций. Способы прямого анализа позволяют непосредственно 

определить количество одного или нескольких видов АФК в исследуемой среде.  

Для обнаружения АФК используются разнообразные методы исследования: 

электронно-парамагнитный резонанс (ЭПР), электронно-спиновой резонанс, 

ядерно-магнитный резонанс, высокоэффективная жидкостная хроматография, 

масс-спектрометрия, иммунохимия, люминометрия, вестерн-блоттинг, 

микроскопия, проточная цитометрия и т.д. Большинство методов предполагает их 

использование в сочетании с зондом, обладающим определенными свойствами. К 

настоящему моменту разработано большое разнообразие зондов, среди которых 

можно выделить  спиновые ловушки, хемилюминесцентные зонды, 

флуоресцентные красители, генетически-кодируемыми сенсоры и т.д. [317]. 

 

Спиновые ловушки 

Спиновые ловушки (СЛ) используются для обнаружения свободных 

радикалов методом ЭПР.  СЛ связываются с продуктами распада свободных 

радикалов, в результате чего образуются более стабильные аддукты [318]. Чаще 

всего  используются 5,5-диметил-1-пирролин-N-оксид (ДПО) или N-трет-бутил-α-

фенилнитрон, также в качестве СЛ могут использоваться  нитрозосоединения, 

например 2-метил-2-нитрозопропан и 3,5-дибром-4-нитрозобензолсульфокислота, 

которые применяются для обнаружения 
•
O2ˉ в митохондриях [317]. Наиболее 

стабильным и доступным на данный момент из аддуктов связывания СЛ со 

свободными радикалами считается 5-диэтоксифосфорил-5-метил-1-пирролин-N-
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оксид – зонд, полученный путем замены метильной группы в ДПО на 

диэтоксифосфорил [319]. Последующее введение дополнительных метильных 

групп в ДПО ведет к увеличению стабильности получаемых аддуктов [320, 321]. 

Несмотря на развитие других методов, СЛ и их производные по-прежнему 

используются для изучения АФК [322, 323]. 

 

Спектрофотометрические зонды 

 Данные зонды обладают способностью изменять свои спектральные 

свойства при взаимодействии с АФК, что позволяет использовать их в различных 

методах исследования [317]. 

Для определения Н2О2 часто используют феноловый красный, однако 

изменения его цвета зависят от pH среды [324, 325], что не всегда напрямую 

связано с изменением уровня Н2О2. Таким образом, при использовании данного 

метода необходимо производить контроль изменения pH. Однако данный способ 

был широко распространен, как относительно простой и быстрый. Еще одним 

распространенным способом является проведение колориметрических тестов с 

использованием солей тетразолия. Для обнаружения 
•
O2ˉ часто используется 

нитросиний тетразолиум хлорид (НТХ). Взаимодействие 
•
O2ˉ с НТХ приводит к 

образованию нерастворимого формазана [326, 327]. Однако НТХ может быть 

восстановлен глутатионом или НАДФН–оксидазами, что затрудняет достоверную 

интерпретацию результатов [317]. Также часто используемым соединением 

является 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолиум бромид (МТТ), он, 

как и НТХ, способен преобразовываться в кристаллы формазана [328, 329]. МТТ 

также используется для обнаружения 
•
O2ˉ, помимо этого используется в простых 

тестах на жизнеспособность клеточных культур при различных воздействиях 

[329]. Еще один способ измерить 
•
O2ˉ построен на его способности 

восстанавливать цитохром С [330], что приводит к увеличению поглощения света 

на 550 нм [331-333]. Добавление СОД, катализирующей дисмутацию 
•
O2ˉ [334, 

335], а также стауроспорина и  дифенилениодония хлорида приводило к 

снижению сигнала, что подтверждало специфичность реакции [334].  
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Хемилюминесцентные зонды 

К настоящему моменту существует большое разнообразие 

хемилюминесцентных зондов, чаще остальных используются люцигенин,  

люминол, изолюминол, L-012 и ципридин. 

 Самым популярным из используемых красителей для обнаружения АФК 

является люминол, приобретающий  хемилюминесцентные свойства в 

присутствии окислителей. Люминол часто используется для обнаружения Н2О2 в 

присутствии катализаторов, например, солей железа, меди, цианидов [336]. В 

результате депротонирования молекулы люминола в щелочной среде происходит 

образование дианиона, окисление которого пероксидом водорода через ряд 

короткоживущих промежуточных состояний ведет к отщеплению азота и 

образованию возбужденной молекулы 3-аминофталевой кислоты. Переход 

последней в основное состояние сопровождается излучением кванта света [337]. 

Существует ряд работ, показывающих, что люминол окисляется 
•
O2ˉ или 

•
OH 

[338-340]. Также данный краситель позволяет обнаружить продукцию HOCl, 

помимо этого есть сведения, что, возможно, хемилюминесценция возникает при 

воздействии ONOOˉ, а не  
•
OH [341, 342]. Существуют работы, указывающие на 

важность НАДФН-оксидазы для хемилюминесценции люминола [343, 344]. 

Люминол способен диффундировать через биологические мембраны благодаря 

своему небольшому размеру, что позволяет использовать его для исследования не 

только внеклеточных, но и внутриклеточных АФК [345, 346]. 

Люцигенин – ароматическое соединение, используемое, как правило, для 

обнаружения 
•
O2ˉ. 

•
O2ˉ способен восстанавливать люцигенин с образованием 

нестабильного диоксетана, который самопроизвольно расщепляется с 

образованием N-метилакридона в возбужденном состоянии, что приводит к 

хемилюминесценции  [347, 348]. Специфичность люцигенина к 
•
O2ˉ была 

подтверждена в экспериментах с бесклеточными системами и при сопоставлении 

кинетики восстановления цитохрома С и люцигенин-усиленной хемилюминесции 

[349, 350]. Количество 
•
O2ˉ, определенное при помощи хемилюминесценции 

люцигенина, может быть несколько завышено, поскольку его радикал может 
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вступать в реакцию с кислородом с образованием 
•
O2ˉ [347, 351], однако вклад, 

вносимый такой реакцией незначителен [347, 348]. Также было показано, что 

люцигенин не реагирует с Н2О2, 
•
OH, пероксинитритом (ONOOˉ) и радикалом 

оксида азота (
•
NO) [352, 353]. Люцигенин не проникает в клетки [354, 355],  что 

ограничивает его использование в экспериментах. Однако люцигенин 

используется в сочетании с другими методами для обнаружения различных 

веществ, например, описан метод определения пиридоксаль-5'-фосфата на основе 

его реакции с люцигенином, вызывающей интенсивную хемилюминесценцию 

[356]. 

Изолюминол – хемилюминесцентный краситель, отличающийся от 

люминола положением аминогруппы во фталатном кольце молекулы, что делает 

его менее липофильным и затрудняет его проникновение сквозь биологические 

мембраны [343, 345, 346]. Ограничение трансмембранного перемещения 

изолюминола было подтверждено блокадой его хемилюминесценции 

внеклеточными акцепторами, а также его неспособностью ингибировать НАДФH-

оксидазы [345, 346, 357]. Следовательно, изолюминол позволяет обнаружить 

АФК во  внеклеточном пространстве [355]. Было выдвинуто предположение, что 

изолюминол позволяет определить выход 
•
O2ˉ из клетки [346]. Таким образом, для 

обнаружения АФК как во внеклеточном, так и во внутриклеточном пространстве 

можно использовать сочетание люминола и изолюминола [345, 357]. 

8-амино-5-хлор-7-фенилпиридо[3,4-d]пиридазин-1,4(2H,3H)дион(L-012) 

представляет собой высокочувствительный хемилюминесцентный зонд на основе 

люминола. Данный зонд обладает гораздо большей хемилюминесценцией, чем 

люминол и подобные ему зонды, что сделало его популярным среди 

исследователей [358, 359]. L-012 используется для обнаружения различных форм 

АФК, таких как 
•
O2ˉ, ONOOˉ, 

•
NO, Н2О2 [360-363]. Возможность окисления 

данного зонда 
•
O2ˉ, Н2О2, 

•
OH и/или их метаболитами подтверждается отсутствием 

хемилюминесценции при добавлении СОД или каталазы, а также мочевой 

кислоты, хелаторов железа и поглотителей 
•
OH [364]. L-012 может использоваться 

для обнаружения АФК в цельной крови [364].  
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Ципридин – аналог люциферина, используется для внеклеточного 

обнаружения 
•
O2ˉ [15, 365-368]. Реакция данного зонда требует тщательного 

контроля pH среды, влияющей на интенсивность его люминесценции [369].  

Добавление каталазы никак не влияет на свечение ципридина, указывая на его 

нечувствительность к Н2О2 [365, 368]. В то же время, хемилюминесценция 

ингибируется добавлением СОД и дифенилениодония хлорида, что подтверждает 

окисление ципридина 
•
O2ˉ [335, 365, 368]. 

 

Флуоресцентные зонды 

Флуоресцентные органические красители 

К настоящему моменту разработано множество флуоресцентных красителей, 

позволяющих отслеживать изменение уровней АФК. Эти зонды обладают более 

высокой чувствительностью, чем описанные выше, поэтому все чаще 

используются в исследованиях. 

К наиболее распространенным относится DCFH-DA. После проникновения в 

клетку DCFH-DA деацетилируется клеточными эстеразами, превращаясь в 

соединение 2′,7′-дихлордигидрофлуоресцеин (DCFH, от англ. «2′,7′-

Dichlorodihydrofluorescein»), несущий отрицательный заряд. Ранее считалось, что 

за счет отрицательного заряда выход DCFH через плазматическую мембрану 

клетки затруднен, что приводит к его внутриклеточному накоплению [370]. 

Однако было показано, что культивируемые эндотелиальные клетки аорты не 

способны удерживать DCFH, как и образуемый при его окислении 

дихлорфлуоресцеин (DCF, от англ. «Dichlorfluorescein»), что предполагает 

наличие иного, либо дополнительного механизма удержания красителя в клетке 

[371]. DCFH, также, как и DCFH-DA, является нефлуоресцирующим 

соединением, однако при взаимодействии с АФК он превращается во 

флуоресцирующий DCF [372, 373]. DCFH также способен окисляться активными 

редокс-металлами, например Fe
2+

 в присутствии кислорода [374]. Ранее DCFH 

использовался для обнаружения Н2О2 в присутствии пероксидазы [375], однако 
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позже было показано, что он способен окисляться и другими молекулами, 

например, О2 или NO, но наиболее всего чувствителен к ONOOˉ [371-373, 376]. 

Также есть предположение, что с Н2О2 DCFH непосредственно не реагирует. Тем 

не менее, промежуточный радикал 
•
DFC ˉ быстро реагирует с О2 с образованием 

супероксида 
•
O2ˉ, чья дисмутация, в свою очередь, приводит к образованию Н2О2 

[377]. Существует гипотеза, что для флуоресценции DCF требуется 

одновременное присутствие в цитозоле либо DCFH, Н2О2 и Fe (II), либо DCFH и 

цитохрома С [378]. За счет своих флуоресцентных свойств DCF может быть 

обнаружен методами проточной цитометрии или флуоресцентной микроскопии 

[107, 353, 379-382].  

Дигидрородамин 123 – флуоресцентный краситель, аналог DCFH-DA [380], 

легко проникает через мембраны за счет своей липофильности [383, 384]. При 

окислении превращается во флуоресцирующее соединение родамин 123, которое 

связывается с клеточными мембранами [383]. Используется для определения Н2О2 

в клетке, окисление происходит в присутствии пероксидаз [385]. Однако 

окисление дигидрородамина 123 также может происходить с участием цитохрома 

С, ONOOˉ, HOCl, а также некоторых других соединений [342, 383, 386]. 

N-ацетил-3,7-дигидроксифеноксазин (коммерческое название «Amplex red», 

AR) является высоко чувствительным специфичным зондом для определения 

Н2О2 [387-389]. Продукт взаимодействия AR с Н2О2 обладает интенсивной 

флуоресценцией, реакция протекает в присутствии пероксидазы хрена [386, 389]. 

Стехиометрия AR с Н2О2 в данной реакции составляет 1:1 [389]. 

Помимо AR, для определения АФК также используются другие производные 

флуоресцеина, например, 2-[6-(4'-гидрокси)фенокси-3Н-ксантен-3-он-9-ил] 

бензойная кислота или 2- [6- (4'-амино) фенокси-3Н-ксантен-3-он-9-ил] бензойная 

кислота [390]. При окислении ONOOˉ и 
•
OH эти нефлуоресцентные соединения 

превращаются во флуоресцеин, при этом показано, что они не способны 

реагировать с Н2О2, 
1
О2, ON

•
, 

•
O2ˉ, ROO

•
 [390, 391]. 

Некоторые флуоресцентные красители используются для «отрицательной» 

пробы, т.е. их флуоресценция снижается в присутствии АФК. Примером таких 
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красителей может быть скополетин, флуоресценция которого снижается в 

присутствии пероксида водорода [392]. Скополетин является субстратом для 

пероксидаз [386, 393] его специфичность к Н2О2 подтверждается ингибированием 

реакции добавлением каталазы [388].  

Флуоресцентные белки 

Среди всего разнообразия флуоресцентных зондов особенно выделяются 

белки, подобные зеленому флуоресцентному белку, или GFP-подобные белки (от 

англ. «green fluorescent protein», GFP). Зеленый флуоресцентный белок был 

выделен из медузы Aequorea victoria и затем получил широкое распространение в 

виде флуоресцирующей метки [394]. Путем внесения GFP в цитозоль 

плазмиднесущей кишечной палочки E.coli был сконструирован HOCl-

чувствительный бактериальный зонд. При взаимодействии выделенного GFP с 

HOCl, ONOOH и 
•
NO2 происходит гашение его флуоресценции [395]. Как было 

показано, бóльший вклад в данную реакцию вносил HOCl. Потеря флуоресценции 

GFP  также могла быть вызвана хлораминами. 

К настоящему времени создано несколько генетически-кодируемых сенсоров 

АФК на основе флуоресцентных белков. Одним из значимых событий, 

позволяющих изучить функции Н2О2, является открытие транскрипционного 

фактора OxyR (от англ. «Oxidation response», оксидантный отклик), запускающего 

в условиях окислительного стресса экспрессию генов антиоксидантных 

ферментов в бактериальных клетках [396]. Тиоловая группа в составе OxyR 

окисляется  с образованием внутримолекулярного дисульфида в положениях С199 

и C208, приводя к конформационным изменениям белка и его активации. Данные 

свойства OxyR позволили считать его рецептором Н2О2 и использовать для 

конструкции пероксид-чувствительных флуоресцентных сенсоров [89, 397-399]. 

Широкое распространение в настоящее время получило семейство  Н2О2-

чувствительных сенсоров HyPer [398]. Отличительной особенностью сенсоров 

является обратимость их реакции, при этом динамика изменения содержания 

Н2О2 может быть зарегистрирована не только на уровне отдельного компартмента, 

но и на уровне целого организма.  
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Сенсор HyPer представляет собой химерный белок, имеющий в своем составе 

чувствительный домен – домен транскипционного фактора OxyR, выделенного из 

E. coli, и флуоресцентный домен – круговой пермутант желтого флуоресцентного 

белка. Сенсор имеет 2 пика возбуждения: 420 нм и 500 нм, а также один пик 

флуоресценции. Увеличение пика в спектре возбуждения на 400-450 нм 

пропорционально увеличению пика на 450-510 нм при повышении уровня Н2О2, 

что позволяет использовать сенсор как ратиометрический [397]. В настоящее 

время существует несколько модификаций сенсора HyPer [398]: HyPer2 – 

обладающий увеличенным динамический диапазоном [400], HyPer3 – имеющий 

ускоренный отклик в сравнении с предыдущими версиями сенсора [401], HyPer-

Red – флуоресцирующий в красной, а не зеленой области спектра [402], SypHer – 

потерявший чувствительность к изменениям Н2О2, однако, как и все GFP-белки, 

обладающий pH-чувствительностью, что позволяет использовать его в качестве 

контроля pH при работе с сенсором HyPer [403] и т.д. Сенсоры типа HyPer были 

использованы в работах по изучению уровня пероксида водорода в опухолевых 

клетках при воздействии факторов роста [404], химиотерапевтических препаратов 

[405-409], фотодинамической терапии [410], индуктора апоптоза стауроспорина 

[411], озонирования [412], а также в инсулин-продуцирующих клетках [413], в 

грибке риса [414], в тканях личинок рыбок данио после ранения [415]. 
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1.4 Цисплатин 

 

 

Цисплатин – противоопухолевый цитостатик, относящийся к группе 

платиносодержащих препаратов. Цитостатический эффект платиносодержащих 

препаратов был открыт Барнеттом Розенбергом и его коллегами в 1965 году при 

изучении влияния электромагнитного поля на рост бактериальных клеток. В ходе 

эксперимента обнаружился неожиданный результат: при попадании в 

электрическое поле наблюдалось ингибирование роста бактерий, вызванное 

использованием платинового электрода в эксперименте [416, 417]. В 1969 году 

была показана способность препарата излечивать солидные опухоли, в 1978 году 

цисплатин был одобрен «Управлением по контролю над продуктами и 

лекарствами» США (FDA), с тех пор и по настоящее время используется для 

лечения широкого ряда опухолей. 

Цисплатин представляет собой плоский координационный комплекс цис-

[Pt(NH3)2Cl2], в котором два сходных лиганда находятся в соседних положениях 

[418] (рисунок 3). 

 

 

Рисунок 3. Структурная формула цисплатина 

 

Цисплатин обладает 100% биодоступностью, неферментативно превращается 

в организме в неактивные метаболиты. Связывание с белками плазмы превышает 

95%, из организма выводится почками. Через гемато-энцефалический барьер 

проникает плохо, в связи с чем не может использоваться в качестве препарата при 

лечении опухолей мозга.  
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1.4.1 Основное действие цисплатина, сигнальные каскады 

 

Проникновение цисплатина в клетку 

Цисплатин способен проникать в клетку как пассивно [419, 420], так и путем 

активного транспорта при помощи некоторых транспортеров, в том числе Na
+
/K

+
–

АТФазы [421], высокоаффинных транспортеров меди 1 (CTR1, от англ. «copper 

transporter-1») [422, 423], а также при помощи транспортеров растворенных 

веществ [424, 425]. Устойчивость некоторых опухолевых клеток к цисплатину 

связана со сниженным его накоплением в клетках, пониженным содержанием 

CTR1 и/или повышенным содержанием экспортеров меди [426-429]. Также 

показано, что транспортеры меди 2 (CTR2, от англ. «copper transporter-2») 

способны ограничивать накопление цисплатина [214]. 

Экспортеры меди ATP7A и ATP7B способствуют повышению устойчивости 

культур к действию цисплатина [427, 429-431], при этом ATP7A способен 

изолировать платиновые комплексы во внутриклеточных компартментах, 

препятствуя их взаимодействию с ядерной ДНК [432]. 

При проникновении цисплатина в клетку, атом платины хелатируется GSH, 

после чего с помощью семейства транспортеров глутатиона комплекс GSH–Pt 

выводится из клетки [433]. Несмотря на то, что в некоторых клетках повышенное 

содержание GSH сочетается с устойчивостью к действию цисплатина [434], 

прямой взаимосвязи между ними, вероятнее всего, не существует [435, 436]. 

 

Внутриклеточные мишени 

При попадании в клетку цисплатин гидролизуется с отщеплением атомов 

хлора, превращаясь в положительно заряженный ион, способный 

взаимодействовать с нуклеофильными участками биомолекул. Его 

внутриклеточными мишенями становятся белки, содержащие тиольные группы, 

РНК, ДНК. Цисплатин двухступенчато превращается в активную форму. На 

первом этапе он тормозит синтез ДНК, РНК и белка, а на втором образует 
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метаболические продукты, действующие только на синтез ДНК. Комплексы 

платины с цис-расположением атомов галогенов могут образовывать устойчивые 

хелаты с пуриновыми и пиримидиновыми компонентами молекулы нуклеиновых 

кислот и таким путем формировать связи внутри одной нити или параллельных 

нитей двойной спирали ДНК [218]. Бифункциональное связывание нитей ДНК 

цисплатином, приводящее к  подавлению синтеза нуклеиновых кислот и 

последующей гибели клетки, схоже с действиями бифункциональных 

алкилирующих агентов, что послужило причиной причисления цисплатина к 

фармакологической группе «алкилирующие средства». 

Известно, что основной мишенью цисплатина являются гуаниновые и 

адениновые азотистые основания нитей ДНК (рисунок 4) [437], однако во 

фракции ДНК обнаруживается лишь 5-10% его внутриклеточной концентрации, а 

75-80% связывается с нуклеофильными участками внутриклеточных 

компонентов, такими, как пептиды, белки, ферменты, РНК и т.д. [438-440]. 

 

Рисунок 4. Формирование аддуктов ДНК при воздействии цисплатина [440]. 

Цисплатин связывается с гуаниновыми и адениновыми азотистыми основаниями 

нитей ДНК 

 

Цисплатин и другие платиновые комплексы способны вызывать остановку 

клеточного цикла [441-445]. Остановка в фазах G1 и G2 происходит в случае 

повреждения ДНК, в фазе S – при ошибках репликации ДНК, в M-фазе – при 

ошибках в сборке митотического веретена деления [442]. При остановке 
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клеточного цикла в контрольной точке клетка исправляет обнаруженный дефект 

либо, в случае невозможности исправления, подвергается апоптозу. Существует 2 

контрольные точки в клеточном цикле, позволяющие восстановить 

поврежденную ДНК: контрольная точка G1-S позволяет восстановить 

поврежденную ДНК до начала репликации, а G2-M позволяет восстановить ДНК, 

поврежденную во время S или G2 фазы [443]. 

 Платиновые комплексы, включая цисплатин, способны вызывать 

ингибирование синтеза и восстановления ДНК, остановку клеточного цикла в 

фазе G1, S или G2-M, что может привести к индукции апоптоза [444]. Вероятно, 

остановка в фазе G2 является необходимой для запуска цисплатин-

индуцированной гибели [446]. В то же время, существуют данные, что 

воздействие цисплатином, по-видимому, не способно вызвать остановку на фазе 

G1, даже при условии стимулирования р53 и способности вызывать остановку в 

S-фазе у синхронизированных клеток MEF дикого типа [441]. У клеточной линии 

HL-60 небольшие концентрации цисплатина способны вызывать остановку/арест 

в контрольных точках в пре-G1, S или G2 фазах, увеличение дозы цисплатина и 

времени воздействия приводит к задержке большего количества клеток в пре-G1 

фазе [445]. 

Аддукты ДНК могут быть восстановлены белками ДНК-зависимых 

протеинкиназ, белками системы репарации ошибочно спаренных нуклеотидов  

(MMR, от англ. «mismatch repair»), а также белками репарации эксцизионной 

репарации нуклеотидов (NER, от англ. «nucleotide excision repair proteins») [438, 

447]. Показано, что концентрация данных белков в опухоли может обусловливать 

ее устойчивость к действию цисплатина [215, 448-450]. Помимо ДНК, цисплатин 

способен напрямую связываться с убиквитином, участвующим в деградации 

короткоживущих клеточных белков. Этот процесс может быть одним из 

возможных сигнальных событий, запускающих цепочку реакций, ведущих к ПКГ 

при воздействии цисплатина [451, 452]. Также показана возможность связывания 

цисплатином теломеразы, что приводит к нарушению восстановления концов 

эукариотических хромосом [215, 453]. 
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Кроме ДНК, убиквитина и теломеразы, мишенями для цисплатина могут 

являться глутатион, металлотионеины, супероксиддисмутаза, лизоцим, а также 

альбумин, трансферрин и миоглобин [454]. 

Важную роль при повреждении ДНК играет тирозинкиназа c-Abl (от англ. 

«Abelson murine leukemia viral oncogene homolog»), передающая сигнал о 

повреждении ДНК цисплатином в цитоплазму [455]. Цисплатин способен 

расщеплять c-Abl, что способствует индукции апоптоза [456]. В отсутствии c-Abl 

цисплатин не способен активировать p38 и JNK [457].  

Взаимодействия цисплатина с различными мишенями внутри клетки имеют 

сложный характер, он способен запускать разнообразные клеточные реакции 

(рисунок 5) [212]. При этом результат взаимодействия будет зависеть от типа 

клеток, длительности воздействия препаратом, количества задействованных путей 

и др. [458]. 

 

Рисунок 5. Клеточный ответ на повреждение ДНК цисплатином, 

адаптировано из [212]   
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Влияние цисплатина на сигналы MAPК 

Воздействие цисплатином влияет на митоген-активируемые протеинкиназы 

(MAPК). В клетках млекопитающих до недавнего времени выделяли 3 

сигнальных MAPК каскада: каскад экстраклеточной сигнал-регулирующей 

киназы (ERK, от англ. «extracellular signal-related kinase»), JNK и p38 [212], однако 

к настоящему моменту некоторые исследователи начали выделять 4 каскада: 

ERK1/2, ERK5, p38 (α, β, γ, δ) и JNK 1/2/3 [459]. Таким образом, ERK разделен на 

2: ERK5 и ERK1/2. Данные сигнальные механизмы имеют ряд сходств: 

аминоконцевая область ERK5 содержит киназный домен, аналогичный домену 

ERK1/2 и имеет последовательность активации TEY, однако карбоксиконцевая 

область ERK5 является уникальной. ERK5 играет ключевую роль в развитии 

сердечно-сосудистой системы и дифференцировке нервной системы [459]. 

 

Сигнальный каскад ERK 

Существует предположение, что развитие устойчивости к цисплатину в 

клетках HeLa обусловлено снижением ответа ERK на лечение [212, 216]. 

Показано, что активация ERK необходима для развития цисплатин-

индуцированного апоптоза в двух вариантах HeLa клеток, а также в клетках 

легкого человека A549, при этом подавление ERK приводит к ингибированию 

индуцированного апоптоза, а его активация – к усиленной гибели клеток [460]. 

Также цисплатин способен индуцировать экспрессию генов белков контроля 

клеточного цикла и репарации ДНК (p21WAF1, Gadd45) и белков–регуляторов 

p53 (Mdm2), но не влияет на экспрессию Bax, Bcl-2, Bcl-x1 или циклина G в 

клеточной линии карциномы яичника A2780. Вместе с этим, ингибирование 

цисплатин-индуцированной активности ERK приводило к снижению уровней 

p21WAF1, Gadd45 и Mdm2 [212, 461]. Некоторые исследования показывают, что 

белки ERK способствуют выживанию при лечении цисплатином меланомы [462], 

рака яичников [463, 464], рака шейки матки SiHA [465], рака желудка [466]. 

Таким образом, можно заключить, что изменение активности ERK при 

воздействии цисплатином имеет разнообразные последствия для 
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жизнеспособности опухолей и зависит от их типа, времени, длительности и 

интенсивности воздействия [212]. 

 

Сигнальный каскад JNK  

Роль JNK в действии цисплатина на клеточные культуры также неоднозначна 

[212]. Существуют исследования, выявившие активацию данного пути при гибели 

клеток, вызванной цисплатином [467, 468], но есть и работы, указывающие на 

возможную защитную роль JNK в цисплатин-индуцированной гибели [469, 470]. 

Клетки, дефектные по JNK, обладают повышенной устойчивостью к действию 

цисплатина [471]. Длительность активации JNK имеет решающее значение, 

определяющее дальнейшую судьбу клетки: её выживание или гибель через 

апоптоз [467, 468]. 

 

Сигнальный каскад р38 

Подобно JNK, кратковременная активация р38 MAPК в ранние сроки после 

воздействия цисплатином наблюдается в устойчивых к действию цисплатина 

клетках, в чувствительных же к действию цисплатина клетках наблюдается 

длительная активация р38 MAPК [472]. Ингибирование р38 MAPК способствует 

устойчивости клеток к действию цисплатина [467, 473]. Обработка куркумином 

устойчивых к действию цисплатина клеток рака яичников приводит к активации 

р38 MAPК одновременно с ингибированием фосфорилирования Akt, что в 

конечном итоге приводит к образованию 
•
O2ˉ, остановке клеточного цикла в G 

(2)/M, апоптозу [474]. Также активация данного каскада наблюдалась в различных 

экспериментальных моделях, что способствовало  формированию 

чувствительного к действию цисплатина фенотипу [475]. 

Таким образом, все сигнальные каскады MAPК вместе или по отдельности 

участвуют в ответе клеток на цисплатин [212]. Так, например, в работе [460] 

показано, что в ответ на обработку клеток цисплатином происходит активация как 

JNK, так и p38, однако, ингибирование данных сигнальных механизмов не влияло 

на чувствительность культуры, главная роль в выживании клеток при лечении 
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цисплатином, вероятно, зависела от ERK. По-видимому, реакция клеток через 

сигнальные MAPК каскады будет в большой степени зависеть от длительности и 

силы воздействия цисплатином, а также от самого типа клеточной линии. 

 

Влияние цисплатина на Akt 

Сигнальный путь PI3K–Akt (или Akt) способствует выживанию и росту 

клеток в ответ на внеклеточные стимулы. Основными действующими белками в 

данном сигнальном механизме являются фосфатидилинозитол-3-киназа (PI3K, от 

англ. «phosphatidylinositol 3-kinase») и протеинкиназа B (PKB, от англ. «Protein 

kinase B», или Akt) [476]. Существуют работы, показывающие, что устойчивость к 

действию цисплатина связана с активацией PI3K–Akt . Так показано, что Х-

связанный ингибитор апоптоза (XIAP, от англ. «X-linked inhibitor of apoptosis») 

способен ингибировать цисплатин-индуцированную гибель раковых клеток 

яичника A2780 посредством фосфорилирования и активации Akt [212, 477]. 

Ингибирование PI3K/Akt повышает чувствительность раковых клеток яичника к 

цисплатину in vitro, а также усиливает противоопухолевую активность 

цисплатина у мышей nude с ксенотрансплантатом рака яичника человека Caov-3 

[478]. Существует предположение, что Akt может приводить к стимуляции 

хеморезистентности за счет снижения фосфорилирования p53 и активации p53-

зависимого модулятора апоптоза (PUMA, от англ. «p53 upregulated modulator of 

apoptosis») [479]. С участием Akt связано приобретение устойчивости к 

цисплатину клетками мелкоклеточного рака легкого [213], яичников [478] и матки 

[480]. 

 

Цисплатин и каспазный каскад 

Цисплатин способен индуцировать апоптоз как через митохондриальный, так 

и через экстраклеточный механизм инициации [223, 481]. Цисплатин может 

вызывать индукцию каспазного каскада через активацию  каспазы-8 в сигнальном 

комплексе DISC (рецептор Fas), вызывая в дальнейшем активацию каспазы-3 

[482]. В то же время, существуют сведения о том, что индуцированный 
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цисплатином апоптоз может протекать по механизму, независимому от каспазы-3, 

например, в опухолевых клетках яичника A2780 [483]. Также цисплатин может 

вызывать митохондриальное высвобождение цитохрома С и активацию каспазы-3 

[484]. В клетках остеосаркомы человека цисплатин индуцирует апоптоз 

посредством последовательной активации каспазы-8, каспазы-3 и каспазы-6 [485]. 

Цитотоксичность цисплатина может быть связана с ядерной транслокацией 

фактора AIF, экспрессией проапоптотического белка Bax, расщеплением каспаз 3 

и 9 и расщеплением PARP [223]. 

 

1.4.2 Цисплатин и пероксид водорода 

 

Помимо повреждения ДНК, цисплатин способен вызывать образование АФК 

в нормальных [486-488], а также в опухолевых клетках [489, 490]. Количество 

АФК зависит от продолжительности воздействия и концентрации цисплатина. 

Генерируемые цисплатином АФК повреждают множество клеточных структур, 

включая митохондрии, что приводит к активации нескольких сигнальных путей и 

в конечном итоге к клеточной гибели [217, 491]. Показано, что предварительная 

обработка клеток NAC эффективно блокировала цисплатин-индуцированную 

активацию ERK и предотвращала развитие апоптоза, при этом АФК, вероятно, 

приводили к активации рецепторов фактора роста и последующих звеньев 

сигнальных механизмов с участием Ras, Raf, MEK и ERK [460]. Ингибирование 

Ras коррелирует с устойчивостью к воздействию цисплатина, а сверхэкспрессия 

Ras повышает чувствительность к его воздействию [492, 493]. Защитная функция 

NAC путем непосредственного удаления АФК и посредством активации ERK 1/2 

не зависит от его способности усиливать синтез глутатиона [494]. Цисплатин 

способствует увеличению уровня TNF-α, снижению количества СОД и GSP, 

вакуолизации митохондрий, оказывает нейротоксичное действие на  

периферические нервы крыс, а введение NAC уменьшает данные эффекты [495].  

Это указывает на роль АФК в вызываемых цисплатином эффектах.  Также 

следует учитывать, что тиольные группы могут связываться и инактивировать 
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платиновые комплексы [496]. Тем не менее, роль отдельных АФК, в том числе 

H2O2, в цисплатин-индуцированном апоптозе до конца не ясна. 

Существует несколько работ, указывающих на участие H2O2 в развитии 

апоптоза и некоторых побочных эффектах, вызываемых цисплатином. Показано, 

что изменение уровня креатинина в сыворотке пациентов, которым проводилось 

лечение цисплатином, коррелирует с увеличением количества H2O2, также это в 

значительной степени связано с изменениями всех почечных параметров, которые 

были оценены после инфузии цисплатина [497]. 

В работе Wang L. с соавторами показано, что при обработке клеток 

цисплатином в дозе, вызывающей подавление Bcl-2 и последующее развитие 

апоптоза, происходит образование множества различных АФК, однако обработка 

каталазой и глутатионпероксидазой уменьшали вызываемые цисплатином 

эффекты, указывая, что H2O2 являлся основным окислительным компонентом, 

ответственным за подавление Bcl-2 цисплатином [498]. В эксперименте также 

наблюдалось увеличение количества 
•
O2ˉ, его ингибирование с помощью СОД не 

предотвращало подавление Bcl-2, вызванное цисплатином. 

Ингибирование H2O2 каталазой приводит к снижению гибели клеток и 

увеличению экспрессии Bcl-2 в активированных Т-клетках [499]. Обработка 

клеток рака эпителия легких человека цисплатином индуцирует быструю 

генерацию АФК, приводящую к увеличению числа апоптотичских клеток, при 

этом смерть опосредуется через митохондрии  и требует активации каспазы-9 и 

зависящим от экспрессии Bcl-2 [500]. Ингибирование АФК антиоксидантным 

ферментом каталазой или глутатионпероксидазой предотвратило вызванное 

цисплатином подавление Bcl-2, в то время как при ингибировании АФК 

супероксиддисмутазой и формиатом натрия подобного эффекта не наблюдалось, 

что свидетельствовало о существенном влиянии H2O2 на Bcl-2 и апоптотическую 

гибель клеток [500]. H2O2 способен вызывать активацию ERK2, а также 

увеличивать экспрессию мРНК MAPK-зависимых генов c-jun, c-fos и MAPK-

фосфатазы-1 [501], что может являться причиной вызываемого цисплатином 

апоптоза [502].  
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 

 

 

2.1 Оборудование и материалы 

 

 

Оборудование и культуральная посуда 

CO2-инкубатор MC0175 (Sanyo, Япония); ламинарно-потоковый шкаф I 

класса биологической безопасности (Kojair Tech Oy, Финляндия); ламинарно-

потоковый шкаф II класса биологической безопасности (NuAire, США); весы 

аналитические Adventurer Pro (Ohaus Instruments (Shanghai) Co., Ltd., Китай); 

одноканальные механические дозаторы Transferpette S переменного объема (Brand 

GMBH + CO KG, Германия); высокоскоростная центрифуга с охлаждением Z36 

HK (Hermle Labor Technik, Германия); центрифуга-вортекс Microspin FV-2400 

(Biosan, Латвия);  камера Горяева (МиниМед); деионизатор воды Simplicity 

(Merck Millipore, Франция); магнитная мешалка MSH-300 (Biosan, Латвия); 

фильтрующие насадки и мембраны c размером пор 0,45 мкм (Millipore); 

флуоресцентный микроскоп инвертированный Axiovert 200 (Carl Zeiss, 

Германия); лазерный планшетный спектрофотометр Synergy Mх (BioTek, США); 

цитофлуориметр проточный FACSCalibur (Becton Dickinson, США); проточный 

цитофлуориметр-сортер FACSAria III (Becton Dickinson, США); стерилизатор 

паровой ВК-75 (ОАО "Тюменский завод медицинского оборудования и 

инструментов"); холодильники специальные и бытовые, поддерживающие 

температуру +4 и –135°С.  

Адгезивные культуральные флаконы и планшеты (Сorning, Великобритания); 

наконечники для автоматических пипеток (Greiner); центрифужные пробирки 

Falcon на 15 и 50 мл (BD Biosciences); центрифужные микропробирки на 0,5, 1,5 и 

2 мл (Eppendorf, Германия); пробирки для проточного цитофлуориметра (BD 

Biosciences, США); стеклянные шпатели; одноразовые шприцы стерильные.  
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Реактивы 

Реактивы отечественного производства (категории «хч» и «осч»): 

питательная среда DMEM (ПанЭко, Россия), L-глутамин (ПанЭко, Россия), 

трипсина 0,1% (ПанЭко, Россия), ЭДТА 0,01% (ПанЭко, Россия), 

фосфатносолевой буфер в таблетках, PBS (ПанЭко, Россия), диметилсульфоксид 

(ДМСО; ПанЭко, Россия), трипановый синий (ПанЭко, Россия), цисплатин (Тева, 

Израиль), 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-2Н-тетразолиум бромид (МТТ; 

ПанЭко, Россия), трипановый синий (ПанЭко, Россия). 

Зарубежные реактивы: эмбриональная сыворотка теленка (HyClone, США); 

N-ацетил, l-цистеин (Sigma-Aldrich, США), N, N’-диметилтиомочевина, (Sigma-

Aldrich, США). 

Флуоресцентные красители: MitoStatus TMRE (Becton Dickinson Pharmingen, 

США), 2´,7´-дихлордигидрофлуоресцеин диацетат (Sigma-Aldrich, США). 

Наборы: Annexin V-PE Apoptosis Detection Kit I (Becton Dickinson 

Pharmingen, США). 

 

 

2.2 Методы 

 

 

2.2.1 Культивирование опухолевых культур 

 

В работе были использованы клетки карциномы шейки матки HeLa Kyoto, 

трансфицированные сенсорами HyPer2 или SypHer2 (предоставлены Институтом 

биоорганической химии им. Академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова), а 

также не подвергшиеся данной трансфекции. 

Монослойное культивирование осуществлялось в СО2-инкубаторе (37°С, 5% 

СО2) в среде Игла, модифицированной Дульбекком, содержащей 10% 

эмбриональной сыворотки теленка и 2 мМ L-глутамина. Высаживание в 

планшеты осуществлялось за сутки до начала экспериментов. 
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2.2.2 Определение жизнеспособности клеточных линий 

 

Метилтетразолиевый тест 

Цитотоксичность цисплатина в отношении опухолевых клеток определяли 

при помощи метилтетразолиевого теста (МТТ-тест). МТТ-тест основан на 

способности НАДФ-H-зависимых оксиредуктазных дегидрогеназ 

жизнеспособных клеток конвертировать водорастворимый 3-(4,5-диметилтиазол-

2-ил)-2,5-дифенилтетразолиум бромид (МТТ) в кристаллы формазана [328, 329]. 

Клетки HeLa Kyoto, HeLa Kyoto-HyPer2 и HeLa Kyoto-SypHer2 высевали в 

96-луночный планшет в количестве 3×10
3
 клеток на 1 лунку. После 

культивирования исходную среду заменяли свежей средой, содержащей 

цисплатин в концентрациях от 0 до 50 мкМ. Инкубацию c препаратом проводили 

в течение 24 часов в СО2-инкубаторе (37,0°С, 5% СО2), затем клетки промывали 

раствором PBS и в каждую лунку заливали по 200 мкл среды, содержащей 0,5 

мг/мл MTT. Клетки снова помещали в СО2-инкубатор на 4 часа, после чего среду 

с МТТ отбирали. Образовавшийся формазан лизировали добавленным по 100 мкл 

на лунку раствором ДМСО в течение 40 мин при постоянном помешивании. 

Оптическую плотность полученного раствора формазана в ДМСО измеряли на 

планшетном спектрофотометре Synergy MX (BioTek, США) при длине волны 570 

нм. Всего было проведено 8 экспериментов в трехкратной повторности для HeLa 

Kyoto-HyPer2, 7 экспериментов в трехкратной повторности для HeLa Kyoto-

SypHer2 и 4 эксперимента в трехкратной повторности для HeLa Kyoto. Данные 

МТТ-теста каждой из исследуемых культур представляли в виде среднего 

значения ± СОС. Расчет IC50 (концентрация препарата, вызывающая 50% 

снижение относительной жизнеспособности культуры) проводили в программе 

GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software, США) методом нелинейной регрессии, 

была использована четырехпараметрическая модель «доза-эффект». 

Интенсивность окраски в лунках с необработанными цисплатином клетками была 

принята за 100% жизнеспособность. 
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Окрашивание трипановым синим  

Также проводилась оценка цитотоксичности цисплатина методом 

окрашивания трипановым синим. Трипановый синий представляет собой 

анионный краситель, способный проникать сквозь поврежденные мембраны и 

связываться с внутриклеточными белками [503], окрашивая клетки в голубой 

цвет. Живые клетки с неповрежденной мембраной при данном методе анализа 

остаются неокрашенными. Таким образом, можно подсчитать количество живых 

(неокрашенных) и мертвых (окрашенных) клеток в культуре, однако, данный 

метод не позволяет отделить некротические клетки от апоптотических [504]. 

Клетки HeLa Kyoto-HyPer2 и HeLa Kyoto-SypHer2 высеивали за сутки до 

эксперимента в количестве 1×10
5
 клеток на 1 лунку в 12-луночный планшет, 

затем среду меняли на свежую, содержащую цисплатин в концентрации 8,3 мкМ - 

IC50. Экспозиция с препаратом составляла от 0 до 24 часов, подсчет окрашенных 

клеток производился каждые 2 часа. Затем клетки снимали раствором трипсина 

0,1% и ЭДТА 0,01% в соотношении 1:1. Клетки промывали раствором PBS и 

окрашивали 0,2% раствором трипанового синего в течение 1-2 минут. Подсчет 

окрашенных и неокрашенных клеток выполняли под микроскопом в камере 

Горяева. Всего было проведено по 3 эксперимента для каждой клеточной линии в 

двукратной повторности. Данные эксперимента представляли в виде среднего 

значения ± СОС.  

 

2.2.3 Изучение динамики уровня Н2О2 на разных стадиях клеточной гибели  

 

Для разработки методики, позволяющей цитометрически определить уровень 

Н2О2 на разных стадиях клеточной гибели, были использованы возрастающие 

концентрации цисплатина при различных длительностях инкубации. Для каждой 

концентрации препарата во всех временных точках был проведен анализ 

жизнеспособности клеточных линий, а также были проанализированы изменения 
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в уровнях H2O2 и pH отдельно для популяций жизнеспособных, апоптотических, а 

также мертвых клеток. 

Анализ распределения клеток по стадиям клеточной гибели осуществлялся 

по степени накопления ФС на внешней поверхности плазматической мембраны. 

Клетки HeLa Kyoto-HyPer2 и HeLa Kyoto-SypHer2 высевали в 12-луночный 

планшет в количестве 1×10
5
 клеток на 1 лунку и культивировали в течение 24 

часов, затем ростовую среду в лунках заменяли на свежую, содержащую разные 

концентрации цисплатина: 4,2 мкМ (1/2×IC50), 8,3 мкМ (IC50), 16,6 мкМ (2×IC50), 

33,2 мкМ (4×IC50), 83,0 мкМ (10×IC50), 200 мкМ (сверхвысокая доза), в качестве 

контроля использовались клетки, в которых среда менялась на свежую, не 

содержащую цисплатин. Инкубацию с препаратом проводили в течении 6, 12 и 24 

часов, клетки снимали с подложки охлажденным раствором PBS, промывали 

дважды, и окрашивали набором на апоптоз PE Annexin V apoptosis detection kit I в 

соответствии с рекомендациями производителя. Анализ цитоплазматических 

уровней H2O2 и pH осуществлялся при помощи генетически-кодируемых сенсоров 

HyPer2 и SypHer2. Возбуждение флуоресценции вызывалось аргоновым лазером с 

длиной волны 488 нм, регистрация флуоресценции красителей и сенсоров 

проводилась при помощи проточного цитофлуориметра FACSCalibur и набора 

фильтров: 530/30 нм – флуоресценция HyPer2 и SypHer2, канал FL1; 585/42 нм – 

флуоресценция ФЭ Аннексина V, канал FL2; 670 нм (LP) – флуоресценция 7-

AAD, канал FL3.  

Дополнительно исследовали воздействие цисплатином в концентрациях 0; 

4,2 мкМ; 8,3 мкМ; 16,6 мкМ; 33,2 мкМ; 83,0 мкМ при 18-часовой инкубации, 

окрашивание проводилось по описанной выше схеме. Возбуждение и регистрация 

флуоресценции осуществлялись при помощи проточного цитофлуориметра 

FACSAria III. Флуоресценции сенсоров возбуждалась на длине волны 488 нм, 

красителей – на 561 нм. Регистрация флуоресценции сенсоров осуществлялась 

при помощи фильтра 530/30 нм, канал FL1, ФЭ Аннексина V – с использованием 

фильтра 580/15 нм, канал FL2, для регистрации флуоресценции 7-AAD 

использовался фильтр 710/50 нм, канал FL3.  
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Всего при длительности инкубации 6 часов было проведено 4 эксперимента 

для HeLa Kyoto-HyPer2 и 5 экспериментов для HeLa Kyoto-SypHer2, при 

инкубации 12 часов – по 5 экспериментов для каждой клеточной линии, при 

инкубации 18 часов – по 3 эксперимента, при экспозиции с препаратом в течение 

24 часов - 6 экспериментов для HeLa Kyoto-HyPer2 и 5 экспериментов для HeLa 

Kyoto-SypHer2. Графики представлены в виде средних значений ± СО.  

 

2.2.4 Изучение динамики уровня Н2О2 в условиях использования ловушек 

АФК 

 

Экстернализация фосфатидилсерина 

Анализ распределения клеток по стадиям клеточной гибели осуществлялся 

по описанной выше методике, решающее значение при этом  имела степень 

экстернализации ФС. Для подтверждения роли H2O2 были использованы ловушки 

АФК: N-ацетил-L-цистеин и N,N’-диметилтиомочевина. 

Клетки HeLa Kyoto-HyPer2 и HeLa Kyoto-SypHer2 высевали в 12-луночный 

планшет в количестве 1×10
5
 клеток на 1 лунку и культивировали в течение 24 

часов. Затем ростовую среду в лунках заменяли на свежую, содержащую 5,0 мМ 

NAC либо 15,0 мкМ ДМТМ, а также - в половине проб - 16,6 мкМ цисплатина 

(2×IC50). В качестве контроля использовались клетки, в которых среда менялась 

на свежую, не содержащую цисплатина и ловушек АФК. Инкубацию с 

препаратом проводили в течение 24 часов. Клетки снимали с подложки 

охлажденным раствором PBS, промывали дважды и окрашивали набором на 

апоптоз PE Annexin V apoptosis detection kit I (BD Biosciences, США) в 

соответствии с рекомендациями производителя. Определение 

цитоплазматических уровней H2O2 и pH осуществлялось при помощи 

генетически-кодируемых сенсоров HyPer2 и SypHer2. Анализ образцов 

проводился на проточном цитофлуориметре FACSCalibur. Возбуждение 

флуоресценции вызывалось аргоновым лазером с длиной волны 488 нм, 

регистрация флуоресценции красителей и сенсоров проводилась при помощи 
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набора фильтров: 530/30 нм – флуоресценция HyPer2 и SypHer2, канал FL1; 

585/42 нм – флуоресценция ФЭ Аннексина V, канал FL2; 670 LP – флуоресценция 

7-AAD, канал FL3.  

При инкубации клеток в течение 18 часов в качестве ловушки АФК был 

использован NAC в концентрации 5,0 мМ. Возбуждение и регистрация 

флуоресценции осуществлялись при помощи проточного цитофлуориметра-

сортера FACSAria III. Флуоресценция сенсоров возбуждалась на длине волны 488 

нм, красителей – на 561 нм. Регистрация флуоресценции сенсоров 

осуществлялась при помощи фильтра 530/30 нм, канал FL1, ФЭ Аннексина V – с 

использованием фильтра 580/15 нм, канал FL2, для регистрации флуоресценции 

7-AAD использовался фильтр 710/50 нм, канал FL3.  

Всего при длительности инкубации 18 часов было проведено 3 эксперимента 

на клетках HeLa Kyoto-HyPer2 и 4 – на клетках HeLa Kyoto-SypHer2. При 

длительности инкубации 24 часа было проведено по 4 эксперимента с 

добавлением NAC для обеих клеточных линий, с ДМТМ – 4 эксперимента на 

клетках HeLa Kyoto-HyPer2 и 3 эксперимента на клетках HeLa Kyoto-SypHer2. 

Графики представлены в виде средних значений ± СО. 

 

Определение состояния мембранного потенциала митохондрий 

Для разделения клеток на популяции живых, апоптотических и мертвых 

также использовался метод определения состояния мембранного потенциала 

митохондрий, который снижается на ранней стадии апоптоза. Поскольку потеря 

ΔΨm может быть временным явлением, окрашивание TMRE нельзя использовать 

в экспериментах с участием ингибиторов каспаз [505]. 

Клетки HeLa Kyoto-HyPer2 и HeLa Kyoto-SypHer2 высевали в 12-луночный 

планшет в количестве 1×10
5
 клеток на 1 лунку и культивировали в течении 24 

часов в СО2-инкубаторе (37,0°С, 5% СО2), ростовую среду в лунках заменяли на 

свежую, содержащую/не содержащую 16,6 мкМ цисплатина (2×IC50) и 5,0 мМ 

NAC. В качестве контроля использовались клетки, в которых среда менялась на 

свежую, не содержащую цисплатин и NAC среду. После 18 часов инкубации 



66 
 

клетки снимали с подложки охлажденным раствором PBS, промывали и 

окрашивали 25 нМ TMRE в течение 30 минут при 37°C в темноте. После этого 

клетки окрашивались 7-AAD при комнатной температуре без доступа света в 

течение 15 минут. Анализ образцов проводили методом проточной цитометрии с 

использованием цитофлуориметра-сортера FACSAria III. Для возбуждения 

сенсоров использовали лазер на длине волны 488 нм, для возбуждения TMRE и 7-

AAD - 561 нм. Регистрация флуоресценции осуществлялась при помощи 

фильтров: 530/30 нм для сенсоров, 588/15 нм для TMRE и 710/50 нм для 7-AAD. 

Эксперименты проводились в 6 повторностях независимо для обеих клеточных 

линий. Графики представлены в виде средних значений ± СО. 

 

 

2.2 Статистический анализ данных 

 

 

Сравнение кривых жизнеспособностей по результатам МТТ-теста 

проводилось по критерию Фишера при помощи программы GraphPad Prism 6.01 

(GraphPad Software, США). 

Оценка статистической значимости различий в количестве живых/мертвых 

клеток при сравнении с исходным количеством клеток по результатам 

окрашивания трипановым синим была проведена методом t-test (критерий 

Стьюдента для независимых выборок) с использованием программы Statistica10 

(StatSoft Inc, США). 

Оценка статистической значимости различий в количестве живых, 

апоптотических и мертвых клеток при воздействии возрастающих концентраций 

цисплатина в сравнении с исходным количеством подобных клеток в контроле, а 

также сравнение флуоресценции сенсоров при воздействии возрастающих 

концентраций цисплатина в сравнении с исходным уровнем флуоресценции 

серсоров (в отсутствии воздейсттвия препаратов) тоже была проведена методом t-
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test (критерий Стьюдента для независимых выборок) с использованием 

программы Statistica10 (StatSoft Inc,США). 

Сравнение уровня флуоресценции сенсоров в апоптотических и живых 

клетках при действии цисплатина производилось методом t-test (критерий 

Стьюдента для независимых выборок) с использованием программы Statistica10 

(StatSoft Inc,США). 

Для оценки статистической значимости различий в количестве живых, 

апоптотических и мертвых клеток при воздействии цисплатина и/или ловушек 

АФК, а также для оценки статистической значимости различий в уровне 

флуоресценции сенсоров при воздействии цисплатина и/или ловушек АФК между 

группами использовался однофакторный дисперсионный post-hoc анализ с 

критерием Бонферрони с использованием программы Statistica10 (StatSoft 

Inc,США). 
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

 

 

 

3.1 Определение жизнеспособности клеточных линий 

 

 

Определение жизнеспособности по активности НАДФ-H–зависимых 

клеточных оксидоредуктазных ферментов 

По данным МТТ-теста были построены кривые зависимости 

жизнеспособности клеточный линий HeLa Kyoto, HeLa Kyoto-HyPer2 и HeLa 

Kyoto-SypHer2 от концентрации цисплатина (рисунок 6).  

 

Рисунок 6. Жизнеспособность опухолевых культур HeLa Kyoto, HeLa Kyoto-

HyPer2 и HeLa Kyoto-SypHer2 при воздействии 0–50 мкМ цисплатина. Время 

инкубации: 24 часа 

 

Поскольку выживаемость клеточных культур не может быть выше 100% и 

ниже 0%, при построении кривых были заданы параметры верхнего и нижнего 

плато: приближение к 100 и к 0 соответственно. Анализ коэффициента Хилла 
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(коэффициент наклона кривой) для всех клеточных линий оказался ниже 

стандартного (<-1), а колено кривых относительно короткое, что 

свидетельствовало о высокой чувствительности к действию препарата (таблица 

1). Сравнение кривых жизнеспособности показало, что клеточные линии с 

генетически кодируемыми сенсорами HyPer2 и SypHer2 отвечают на повышение 

концентрации препарата практически идентично, концентрации ингибирования 

50% (IC50) их клеток сходны: 8,30 мкМ [7,30; 9,45] и 8,54 мкМ [7,40; 9,81] 

соответственно. Необходимо отметить, что, несмотря на схожую динамику 

ответа, чувствительность клеточной линии, не содержащей генетически-

кодируемых сенсоров, была ниже, IC50 цисплатина для неё составил 10,53 мкМ 

[8,40; 13,19]. Значение IC50 для HeLa Kyoto сопоставимо с представленным в 

статье [506] – 12,6 мкМ [9,7; 15,5].  

 

Таблица 1 

Сравнение кривых жизнеспособности клеточных линий 

  

Для анализа сходства ответов трех клеточных линий был применен критерий 

Фишера. В качестве нулевой гипотезы было использовано предположение о 

возможности описания всех полученных данных одной кривой, в качестве 

альтернативной гипотезы – предположение, что каждой из трех выборок (каждой 

из трех клеточных линий) соответствует своя кривая. При уровне значимости 

 

Клеточная 

линия 

 

IC
50, 

мкМ 

95% 

доверительны

й интервал 

IC
50

, мкМ 

 

коэффициент 

Хилла 

95% доверительный 

интервал 

коэффициента 

Хилла 

HeLa Kyoto-

HyPer2 

 

8,30 [7,3;  9,45] -2,196 [-2,739; -1,652] 

HeLa Kyoto-

SypHer2 

 

8,54 [7,4;  9,81] -2,108 [-2,651; -1,566] 

HeLa Kyoto 

 

10,53 [8,4;  13,19] -1,876 [-2,583; -1,170] 
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меньше 0,05 нулевая гипотеза была бы опровергнута, в противном случае – 

принята. При сравнении всех кривых одновременно и при попарном сравнении 

критерий Фишера был выше 0,05 (таблица 2), что позволило в дальнейших 

исследованиях использовать одни и те же концентрации препаратов для работы с 

тремя клеточными линиями. Для расчета рабочих концентраций цисплатина была 

использована IC50, определенная для HeLa Kyoto-HyPer2. 

Таблица 2. 

Сопоставление  кривых жизнеспособности по  

Критерию Фишера 

 

 

Клеточная линия HeLa Kyoto- 

HyPer2 

HeLa Kyoto-

SypHer2 

HeLa Kyoto Все 

клеточные 

линии 

HeLa Kyoto-

HyPer2 

 

 p = 0,92 p = 0,11  

HeLa Kyoto-

SypHer2 

 

p = 0,92  p = 0,19  

HeLa Kyoto 

 
p = 0,11 p = 0,19   

Все клеточные 

линии 
   p = 0,18 

 

МТТ-тест широко применяется в качестве простого способа оценки 

выживания, роста, дифференцировки, окислительного стресса и гибели клеток 

при различных воздействиях [328, 507-509]. Большинством исследователей 

считается, что восстановление МТТ осуществляется за счет работы ферментов 

митохондрий и переносчиков электронов [510-512]. В тоже время, есть работы, 

указывающие на возможность участия немитохондиальных ферментов в его 

восстановлении, например, в восстановлении МТТ могут участвовать ЭПР, 

плазматические мембраны, цитозоль [513-516]. 
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Уменьшение количества МТТ в клетках может рассматриваться как 

показатель «окислительно-восстановительной активности клеток» [517]. 

Полученная в нашей работе небольшая разница в чувствительности клеточных 

линий может быть связана с наличием флуоресцентного белка, воздействующего 

через некоторые механизмы на гомеостаз клетки. Показано, что, внедрение в 

клетку GFP увеличивает её чувствительность к фотодинамической терапии, 

приводя к повышению производства 
1
О2 и индукции окислительного стресса [518-

520]. Внедрение таких флуоресцентных белков, как TagRFP, KillerRed, miniSOG и 

их производных в клетку также способствует образованию окислителей, главным 

образом синглетного кислорода и супероксида в ответ на облучение [520, 521]. 

Трансфекция клеток нейробластомы GFP приводит к индукции окислительного 

стресса, это вызывает увеличение чувствительности клеток к действию таких 

препаратов, как карбоплатин, доксорубицин, этопозид и мелфалан в сравнении с 

клетками, которые не подвергались подобной трансфекции [522]. 

 

Определение жизнеспособности по целостности плазматической мембраны 

Окрашивание трипановым синим используется для быстрой оценки 

целостности плазматической мембраны клеточных линий [523]. 

Для оценки результатов окрашивания трипановым синим были построены 

гистограммы соотношения живых и мертвых клеток для обеих клеточных линий с 

воздействием или без воздействия (контроль) цисплатином в концентрации 8,3 

мкМ (IC50) в течение 24 часов, измерения проводились с интервалом в 2 часа 

(рисунок 7). 
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Рисунок 7. Количество жизнеспособных и мертвых клеток, определенных 

методом окрашивания трипановым синим при воздействии 8,3 мкМ цисплатина. 

(А) HeLa Kyoto-HyPer2, (Б) HeLa Kyoto-SypHer2. Оценка статистической 

значимости различий в количестве жизнеспособных/мертвых клеток при 

сравнении с исходным количеством клеток:  * p < 0,05, ** p < 0,001, 

*** p < 0,0001 
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При воздействии цисплатином в концентрации 8,3 мкМ количество живых 

клеток для обеих клеточных линий колебалось в незначительных пределах в 

течение всего времени исследования, через 24 часа количество живых клеток 

было соизмеримо с таковым в начальный момент воздействия - 0 часов. В отличие 

от этого, количество живых клеток, как в клеточной линии HeLa Kyoto-HyPer2, 

так и в клеточной линии HeLa Kyoto-SypHer2 в отсутствии воздействия 

препаратом (контроль) увеличивалось с течением времени и через 24 часа 

возрастало примерно в 2,2 раза в сравнении с начальным значением при 0 часов 

инкубации. Процент живых клеток остается выше 90% для всех проб, кроме 24-х 

часового воздействия цисплатином в пробе с HeLa Kyoto-HyPer2, в которой 

среднее значение в это время составило 87% ± 7%. 

Количество мертвых клеток с увеличением длительности  инкубации в 

сравнении с пробой в начальный момент времени  для обеих клеточных линий 

увеличивалось как в варианте с цисплатином, так и без цисплатина. Количество 

мертвых клеток HeLa Kyoto-HyPer2 в контроле увеличилось в 2,0 раза, в пробах с 

цисплатином в 4,3 раза к 24 часам инкубации. Количество мертвых клеток HeLa 

Kyoto-SypHer2 увечилось в контроле в 3,8 раза, в пробах с цисплатином – в 1,6 

раза к 24 часам инкубации. Однако при рассмотрении доли мертвых клеток, 

очевидно, что изменения со временем в контрольных пробах незначительны: 

увеличилось на 4% для HeLa Kyoto-HyPer2, для HeLa Kyoto-SypHer2 произошло 

увеличение на 1% (с 2% до 3%). В пробах с добавлением цисплатина увеличение 

процентного содержании мертвых клеток для HeLa Kyoto-SypHer2 оставалось 

низким: 3% (с 4% до 7%), и только для клеточной линии HeLa Kyoto-HyPer2 при 

добавлении препарата изменения в проценте мертвых клеток являются более 

существенными к 24 часам воздействия: на 10% (с 3% до 13%). Эти данные 

свидетельствуют о том, что воздействие цисплатином в концентрации, равной 

IC50, приводит в бóльшей степени к остановке клеточного деления, чем к 

клеточной гибели. Следовательно, низкие концентрации цисплатина в большей 

степени вызывают цитостатический эффект, в то время как высокие концентрации 

препарата преимущественно обладают цитотоксическим действием [509]. 
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Полученные результаты хорошо согласуются с литературными источниками. 

Способность цисплатина и других платиновых комплексов останавливать 

клеточный цикл была показана многими авторами [441, 443-445]. Однако, у 

разных клеточных линий цисплатин вызывает остановку в разных фазах 

клеточного цикла [441, 444-446] Для каждого типа клеток эффективная доза 

препарата будет различной, а выбор клеткой точки ареста и длительность 

остановки клеточного цикла зависят от дозы цисплатина [445, 446], что, вероятно, 

могло бы объяснить разницу в полученных результатах в разных работах. Также 

показано, что остановка в G2 фазе может играть роль в дальнейшем при запуске 

цисплатин-индуцированной гибели [446]. Наши данные показали, что цисплатин 

в концентрации IC50 практически не приводит клетки HeLa Kyoto-HyPer2 и HeLa 

Kyoto-SypHer2 к гибели в течение 24-х часов воздействия, следовательно, данная 

концентрация препарата недостаточна для изучения механизма апоптотической 

гибели клеток в течение первых суток после введения препарата в среду.  
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3.2 Разработка методики изучения уровня H2O2 одновременно с механизмом 

клеточной гибели 

 

 

Разработана методика, основанная на использовании генетически-

кодируемых сенсоров одновременно с витальным красителем и маркерами на 

апоптоз и позволяющая методом проточной цитофлуориметрии определить 

уровень Н2О2 отдельно в популяциях живых и апоптотических клеток, а также 

осуществить контроль рН в каждой из клеточных популяций [405]. 

Окрашивание клеток производилось в двух сочетаниях, в обоих случаях 

использовался витальный краситель 7-AAD. 7-AAD способен проникать в клетку 

через поврежденную мембрану и связываться с участками ДНК, содержащими 

гуанин и цитозин [524]. Флуоресцентные свойства позволяют применять его в 

таких методах, как флуоресцентная микроскопия и проточная цитометрия [525-

527]. В первом варианте окрашивания 7-AAD применялся в сочетании с ФЭ 

Аннексином V, имеющим сродство к ФС, во втором варианте – одновременно с 

TMRE, указывающим на изменение ΔΨm. Для определения изменений в уровнях 

Н2О2 и рН использовались флуоресцентные сенсоры: HyPer2, чувствительный к 

изменениям содержания и Н2О2, и рН [400] и SypHer2, обладающий 

чувствительностью только к изменениям рН [528]. 

 

Экстернализация фосфатидилсерина 

Экстернализация ФС происходит во время деградационной стадии апоптоза, 

предшествуя сжатию цитоплазмы, уменьшению размеров клетки и блеббингу 

[110]. Использование двух красителей, ФЭ Аннексина V и 7-AAD, позволило 

распеделить все клетки на 3 популяции по степени окрашивания: 1) живые клетки 

– клетки, не окрашенные ни одним из красителей, 2) клетки, проходящие стадии 

апоптоза – окрашенные Аннексином V, но не окрашенные 7-AAD, 3) мертвые 

клетки – клетки, которые окрашивались обоими красителями или окрашивались 

7-AAD, но не окрашивались Аннексином V (рисунок 8). После распределения 
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клеток на популяции живых, апоптотических и мертвых по степени окрашивания 

ФЭ Аннексином V и 7-AAD, осуществлялся анализ флуоресценции сенсоров 

HyPer2 или SypHer2 в популяциях живых и апоптотических клеток по 

отдельности. 

 

Рисунок 8. Методика оценки уровня H2O2 и/или pH в живых и 

апоптотических клетках, а также во всех клетках, основанная на интенсивности 

окрашивания ФЭ Аннексина V и 7-AAD.  

M1 – область флуоресценции сенсора, используемая для расчета медианного 

значения 

 

Поскольку в мертвых клетках флуоресценция сенсоров была сильно снижена 

в связи с их вероятной утечкой через повреждённую плазматическую мембрану 

при подготовке клеток к проточной цитометрии, либо по причине повреждения 
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сенсоров в мертвых клетках при данном способе пробоподготовки, либо по 

другой причине, уровень H2O2, а также pH в данных клетках не мог быть 

проанализирован. 

Таким образом, флуоресценция сенсоров учитывалась для всех клеток, а 

также отдельно для популяций живых и апоптотических клеток. Анализ отклика 

сенсоров осуществлялся при помощи расчета медианного значения пика 

распределения клеток по интенсивности флуоресценции. 

 

Изменение мембранного потенциала митохондрий 

Помимо экстернализации фосфатидилсерина на поверхность плазматической 

мембраны, в качестве показателя апоптозного процесса часто используется 

изменение ΔΨm [98, 107]. Простым способом определения изменений ΔΨm 

является использование красного флуоресцентного красителя TMRE [98]. В 

отличие от Аннексина V, данный краситель окрашивает клетки, сохранившие 

жизнеспособность, и в сочетании с 7-AAD он также позволяет выделить 3 

популяции клеток: 1) живые клетки – интенсивно окрашенные TMRE, но не 

окрашенные 7-AAD, 2) клетки, находящиеся в стадии апоптоза - не окрашенные 

ни одним из красителей, 3) мертвые клетки – клетки, которые окрашивались 

обоими красителями или окрашивались 7-AAD, но не окрашивались TMRE 

(рисунок 9).  

Для проверки участия Н2О2 в наблюдаемых реакциях дополнительно в обе 

методики были включены инкубации опухолевых культур с ловушками АФК 

(NAC или ДМТМ) [407, 408]. Также было проведено исследование изменений 

общего количества АФК, для чего в методике определения апоптозного процесса 

по изменению мембранного потенциала была произведена замена клеточной 

культуры на не содержащую генетически кодируемых сенсоров, при этом клетки 

подвергались окрашиванию DCFH-DA. Распределение клеток на 

жизнеспособные, апоптотические и мертвые клетки было схоже с показанным на 

рисунке 9.  
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Рисунок 9. Методика оценки уровня H2O2 и/или pH в живых и апоптотических 

клетках, а также во всех клетках, основанная на интенсивности окрашивания 

TMRE и 7-AAD.  

M1 – область флуоресценции сенсора, используемая для расчета медианного 

значения 

 

Анализ отклика сенсоров также осуществлялся при помощи расчета медианного 

значения пика распределения клеток по интенсивности флуоресценции в живых и 

апоптотических клетках по отдельности. 

Методика предусматривает возможность in vitro изучения изменений уровня 

Н2О2 в клетках в ответ на различные типы противоопухолевых воздействий [405, 

409] возможность определения различных стадий апоптоза, сопровождающих эти 
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изменения в одинаковых условиях [407, 408], а также возможность исследования 

уровня других форм АФК с использованием специфичных красителей [529]. В 

настоящей работе методика была использована для изучения динамики уровня 

Н2О2 на разных стадиях цисплатин-индуцированной клеточной гибели и 

верификации его роли в развитии апоптоза. 
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3.3 Изучение динамики уровня Н2О2 на разных стадиях клеточной гибели 

 

 

Определение стадий клеточной гибели 

 

Для апробации методики, позволяющей определить уровень Н2О2 на разных 

стадиях клеточной гибели, были использованы возрастающие концентрации 

цисплатина при различных длительностях инкубации. Для каждой концентрации 

препарата во всех временных точках был проведен анализ жизнеспособности 

клеточных линий. 

При инкубации с цисплатином в течение 6 часов характер клеточного ответа 

был схож у обеих клеточных линий (рисунок 10, 11). Как клетки HeLa Kyoto-

HyPer2, так и клетки HeLa Kyoto-SypHer2 практически не подвергались 

клеточной гибели, сохраняя жизнеспособность выше 60% даже при максимальной 

исследуемой концентрации препарата 200 мкМ (рисунок 12). При этом не было 

выявлено статистически значимых различий в проценте жизнеспособных, 

апоптотических и мертвых клеток между обработанными цисплатином и 

контрольными клетками для обеих клеточных линий. 
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Рисунок 10. Пример распределения клеток HeLa Kyoto-HyPer2 на популяции 

живых (Ж), апоптотических (А), мертвых (М) клеток относительно степени их 

окрашивания ФЭ Аннексином V и 7-AAД при воздействии возрастающих 

концентраций цисплатина. Длительность инкубации с цисплатином 6 часов 
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Рисунок 11. Пример распределения клеток HeLa Kyoto-SypHer2 на 

популяции живых (Ж), апоптотических (А), мертвых (М) клеток относительно 

степени их окрашивания ФЭ Аннексином V и 7-AAД при воздействии 

возрастающих концентраций цисплатина. Длительность инкубации с 

цисплатином 6 часов 
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Рисунок 12. Процент жизнеспособных, апоптотических и мертвых клеток 

при воздействии возрастающих концентраций цисплатина: (А) HeLa Kyoto-

HyPer2 (Б) HeLa Kyoto-SypHer2. Длительность инкубации с цисплатином 6 часов 

 

При увеличении длительности инкубации до 12 часов у обеих клеточных 

линий наблюдалось статистически значимое снижение процента жизнеспособных 

клеток по отношению к контролю при инкубации с высокими концентрациями 

препарата – 83,0 и 200,0 мкМ. Увеличение процента апоптотических клеток 

наблюдалось лишь при концентрации цисплатина 83,0 мкМ у обеих клеточных 

линий: 32 ± 14% - HeLa Kyoto-HyPer2, 37 ± 15%, значительное увеличение 

процента мертвых клеток у обеих клеточных линий было выявлено лишь при 

инкубации с 200,0 мкМ цисплатина (рисунок 12, 13, 14). 
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Рисунок 13. Пример распределения клеток HeLa Kyoto-HyPer2 на популяции 

живых (Ж), апоптотических (А), мертвых (М) клеток относительно степени их 

окрашивания ФЭ Аннексином V и 7-AAД при воздействии возрастающих 

концентраций цисплатина. Длительность инкубации с цисплатином 12 часов 
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Рисунок 14. Пример распределения клеток HeLa Kyoto-SypHer2 на 

популяции живых (Ж), апоптотических (А) и мертвых (М) клеток относительно 

степени их окрашивания ФЭ Аннексином V и 7-AAД при воздействии 

возрастающих концентраций цисплатина. Длительность инкубации с 

цисплатином 12 часов 
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Рисунок 15. Процент жизнеспособных, апоптотических и мертвых клеток 

при воздействии возрастающих концентраций цисплатина: (А) HeLa Kyoto-

HyPer2 (Б) HeLa Kyoto-SypHer2. Длительность инкубации с цисплатином 12 

часов. Оценка статистической значимости различий в количестве живых, 

апоптотических и мертвых клеток при сравнении с исходным количеством 

клеток: * p < 0,05, ** p < 0,0001 

 

Через 18 часов инкубации статистически значимое снижение количества 

жизнеспособных клеток наблюдалось уже при инкубации с 8,3 мкМ цисплатина у 

клеточной линии, содержащей SypHer2, а также при более высоких 

концентрациях препарата для обеих клеточных линий. Процент апоптотических 

клеток был максимальным при воздействии препаратом в концентрации 16,6 

мкМ: 33 ±  9% – для HeLa Kyoto-HyPer2, 24 ± 2% – для HeLa Kyoto-SypHer2. 

Процент мертвых клеток был статистически значимо увеличен по сравнению с 

контролем при добавлении любой концентрации цисплатина в экспериментах с 

использованием клеток линии HeLa Kyoto-SypHer2, при этом статистически 

достоверное отличие процента мертвых клеток HeLa Kyoto-HyPer2 от контроля 

наблюдалось лишь при концентрациях цисплатина 33,2 мкМ и 83,0 мкМ (рисунок 

16, 17, 18.). 
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Рисунок 16. Пример распределения клеток HeLa Kyoto-HyPer2  на популяции 

живых (Ж), апоптотических (А) и мертвых (М) по степени их окрашивания ФЭ 

Аннексином V и 7-AAД при воздействии возрастающих концентраций 

цисплатина. Длительность инкубации с цисплатином 18 часов 
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Рисунок 17. Пример распределения клеток HeLa Kyoto-SypHer2 на 

популяции живых (Ж), апоптотических (А) и мертвых (М) по степени их 

окрашивания ФЭ Аннексином V и 7-AAД при воздействии возрастающих 

концентраций цисплатина. Длительность инкубации с цисплатином 18 часов 

  



89 
 

 

Рисунок 18. Процент жизнеспособных, апоптотических и мертвых клеток 

при воздействии возрастающих концентраций цисплатина: (А) HeLa Kyoto-

HyPer2 (Б) HeLa Kyoto-SypHer2. Длительность инкубации с цисплатином 18 

часов. Оценка статистической значимости различий в количестве живых, 

апоптотических и мертвых клеток при сравнении с исходным количеством 

клеток: * p < 0,05, ** p < 0,001, *** p < 0,0001 

 

При инкубации с цисплатином в течение 24 часов статистически значимое 

снижение доли жизнеспособных клеток сочеталось со статистически значимым 

увеличением процента мертвых клеток и наблюдалось уже при низких 

концентрациях препарата: 8,3 мкМ для HeLa Kyoto-HyPer2 и 4,2 мкМ для HeLa 

Kyoto-SypHer2. Эта реакция  усиливалась с увеличением концентрации 

цисплатина, приводя к практически полной гибели клеток при 200,0 мкМ 

цисплатина: HeLa Kyoto-HyPer2 – 93 ± 9% и HeLa Kyoto-SypHer2 – 96 ± 2%. 

Статистически значимое увеличение процента апоптотических клеток HeLa 

Kyoto-SypHer2 было выявлено при воздействии цисплатина в концентрациях 8,3 

мкм и выше 33,2 мкМ (рисунок 19, 20, 21).  

Результаты данного окрашивания несколько отличаются от данных 

окрашивания трипановым синим. При 24-часовой инкубации с 8,3 мкМ 

цисплатина при окрашивании трипановым синим процент клеток с поврежденной 
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мембраной составлял около 13% у HeLa Kyoto-HyPer2 и около 7% у HeLa Kyoto-

SypHer2 (рисунок 7), в то время как окрашивание с использованием 7-ААD (набор 

PE Annexin V apoptosis detection kit I), показало, что около 29% клеток HeLa 

Kyoto-HyPer2 и 25% клеток HeLa Kyoto-SypHer2 имели повреждения 

плазматической мембраны (рисунок 21). 

Это связано с особенностями действия самих красителей. Считается, что оба 

красителя «выбрасываются» живой клеткой, однако возможность окрашивания 

живой клетки красителем зависит от таких свойств, как его гидрофобность, 

молекулярный вес, ионная сила растворителя, а также pH [530], поэтому 

проникающие способности красителей будут отличаться при сходных условиях. 
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Рисунок 19. Пример распределения клеток HeLa Kyoto-HyPer2 на популяции 

живых (Ж), апоптотических (А) и мертвых (М) по степени их окрашивания ФЭ 

Аннексином V и 7-AAД при возрастающих концентраций цисплатина. 

Длительность инкубации с цисплатином 24 часа 

 

Попадая во внутреннее пространство клетки, трипановый синий связывается 

с различными белками, несущими положительный заряд [503], в то время как 7-

ААD при проникновении в клетку может связываться с ДНК на участках, 

содержащих гуанин и цитозин [117, 531]. Также 7-ААD характеризуется высокой 

константой связывания и низкой скоростью диссоциации [532]. 
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Рисунок 20. Пример распределения клеток HeLa Kyoto-SypHer2 на 

популяции живых (Ж), апоптотических (А) и мертвых (М) по степени их 

окрашивания ФЭ Аннексином V и 7-AAД при воздействии возрастающих 

концентраций цисплатина. Длительность инкубации с цисплатином 24 часа 

 

Следует учитывать особенности данных методик при анализе полученных 

данных: при использовании проточной цитометрии клетки многократно 

промываются и осаждаются центрифугированием, что могло дополнительно 

привести к повреждению плазматической мембраны анализируемых клеток, в то 
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время, как окрашивание трипановым синим происходит в более «щадящем» 

режиме.  

 

 

Рисунок 21. Процент жизнеспособных, апоптотических и мертвых клеток 

при воздействии возрастающих концентраций цисплатина: (А) HeLa Kyoto-

HyPer2 (Б) HeLa Kyoto-SypHer2. Длительность инкубации с цисплатином 24 часа. 

Оценка статистической значимости различий в количестве живых, 

апоптотических и мертвых клеток при сравнении с исходным количеством 

клеток: * p < 0,05, ** p < 0,001, *** p < 0,0001 

 

Окрашивание клеток ФЭ Аннексином V и 7-AAD позволило выявить две 

концентрации препарата, способных вызывать наибольший процент 

апоптотических клеток как в культуре HeLa Kyoto-HyPer2, так и в культуре HeLa 

Kyoto-SypHer2, соответственно. При этом процент апоптотических клеток при 12-

часовом воздействии 83,0 мкМ цисплатина был несколько выше (32 ± 14% - HeLa 

Kyoto-HyPer2, 37 ± 15% – HeLa Kyoto-SypHer2) , чем при 18 часах воздействия 

16,6 мкМ цисплатина (33 ±  9% – HeLa Kyoto-HyPer2, 24 ±  2% – HeLa Kyoto-

SypHer2). Следует обратить внимание, что концентрация 83,0 мкМ соответствует 

10×IC50 цисплатина в изучаемых клеточных линиях и  является довольно высокой 
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концентрацией для воздействия на клеточные культуры, в то время как 16,6 мкМ 

соответствует 2×IC50 цисплатина. 

Необходимо отметить, что при всех длительностях воздействия цисплатином 

(кроме 6 часов инкубации) клетки исследуемых линий в подавляющем 

большинстве сначала окрашивались Аннексином V, что свидетельствовало об 

экстернализации фосфатидилсерина и, следовательно, о внутриклеточных 

изменениях, характерных для апоптоза, и лишь затем подвергались окрашиванию 

7-AAD. Практически все клетки (как HeLa Kyoto-HyPer2, так и HeLa Kyoto-

SypHer2) при достаточном времени и/или концентрации препарата подвергались 

ПКГ, проходящей по апоптотическому типу. Скорость протекающей ПКГ и 

процент клеток, переходящих из популяции живых клеток в популяцию 

апоптотических, а затем и мертвых клеток при всех рассмотренных 

длительностях инкубации был схож у обеих исследуемых линий. Таким образом, 

окрашивание клеток ФЭ Аннексином V и 7-AAD показало, что распределение по 

стадиям клеточной гибели у обеих клеточных линий происходит схожим образом 

и имеет выраженный дозо- и время-зависимый характер. Следовательно, 

клеточную линию HeLa Kyoto-SypHer2, позволяющую определить 

внутриклеточные изменения pH, можно было использовать в качестве 

контрольной по отношению к клеточной линии HeLa Kyoto-HyPer2, указывающей 

как на внутриклеточные изменения pH, так и на цитоплазматические изменения 

уровня H2O2. Это позволило в дальнейшем выявить причину в изменениях 

флуоресценции сенсора HyPer2. 

Был проведен анализ влияния цисплатина на цитоплазматические уровни 

H2O2 и pH в исследуемых клеточных линиях. 

 

Влияние цисплатина на цитоплазматический уровень H2O2 и pH 

 

Были проанализированы изменения в уровнях H2O2 и pH отдельно для 

популяций жизнеспособных, апоптотических, а также мертвых клеток. При этом 
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интенсивность флуоресценции контрольных клеток (клеток без воздействия 

цисплатином) была принята за 100%. 

Через 6 часов инкубации с цисплатином в различных концентрациях 

статистически значимое в сравнении с контролем изменение флуоресценции 

HyPer2 было зарегистрировано лишь в сверхвысокой концентрации - 200,0 мкМ 

как в живых, так и в апоптотических клетках: 158 ± 40% и 169 ± 28% 

соответственно (рисунок 22). В тех же условиях инкубации с препаратом 

измерения флуоресценции клеток, содержащих нечувствительный к изменениям 

уровня пероксида водорода сенсор – SypHer2, показали, что данные условия не 

способны приводить к существенным изменениям во внутриклеточном уровне pH 

(рисунок 23). Таким образом, наблюдаемые изменения в интенсивности 

флуоресценции HyPer2 обусловлены повышением уровня Н2О2 при инкубации в 

течении 6 часов с экстремально высокой концентрацией препарата - 200,0 мкМ. 

Распределение клеток по интенсивности флуоресценции сенсоров показало, 

что как в популяции живых, так и в популяции апоптотических клеток содержатся 

клетки с низким содержанием сенсора, что могло быть связано с его потерей или 

повреждением во время пробоподготовки, либо с мутацией клеток и 

последующей потерей сенсора во время их культивирования (рисунок 22, 23). 

Флуоресценция клеток с низким содержанием сенсора была подобна таковой в 

мертвых клетках. 
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Рисунок 22. Изменение флуоресценции сенсора HyPer2 при воздействии 

возрастающих концентраций цисплатина в течение 6 часов: 

(А) изменения медианных значений флуоресценции в живых и апоптотических 

клетках (разделение по степени окрашивания ФЭ Аннексином V и 7-AAD, рис. 

10), (Б) пример распределения по интенсивности флуоресценции всех клеток, (В) 

пример флуоресценции в живых клетках, (Г)  пример флуоресценции в клетках, 

находящихся в стадии апоптоза.  

М1 – область флуоресценции сенсора, используемая для расчета медианного 

значения. Оценка статистической значимости различий в количестве живых и 

апоптотических клеток с их количеством в контроле (без воздействия 

цисплатином): * p < 0,05 
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Рисунок 23. Изменение флуоресценции сенсора SypHer2 при воздействии 

возрастающих концентраций цисплатина в течение 6 часов: 

(А) изменения медианных значений флуоресценции в живых и апоптотических 

клетках (разделение по степени окрашивания ФЭ Аннексином V и 7-AAD, рис. 

11), (Б) пример флуоресценции во всех клетках, (В) пример флуоресценции в 

живых клетках, (Г) пример флуоресценции в клетках, находящихся в стадии 

апоптоза. 

М1 – область флуоресценции сенсора, используемая для расчета медианного 

значения 

 

Увеличение длительности инкубации с цисплатином до 12 часов приводило к 

росту интенсивности флуоресценции HyPer2 в живых клетках при концентрациях 

препарата 83,0 мкМ - 230 ± 52% и 200,0 мкМ – 202 ± 36%, однако в 

апоптотических клетках лишь доза в 83,0 мкМ вызывала существенное 

увеличение интенсивности флуоресценции сенсора: 234 ± 70% (рисунок 24). 
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Статистически значимое снижение интенсивности флуоресценции сенсора 

SypHer2 после инкубации в течение 12 часов наблюдалось при 83,0 мкМ и 200,0 

мкМ цисплатина: 67 ± 19% и 67 ± 20% (рисунок 25), что свидетельствовало о 

закислении внутриклеточной среды. 

 

Рисунок 24. Изменение флуоресценции сенсора HyPer2 при воздействии 

возрастающих концентраций цисплатина в течение 12 часов: 

(А) изменения медианных значений флуоресценции в живых и апоптотических 

клетках (разделение по степени окрашивания ФЭ Аннексином V и 7-AAD, рис. 

13), (Б) пример флуоресценции во всех клетках, (В) пример флуоресценции в 

живых клетках, (Г) пример флуоресценции в клетках, находящихся в стадии 

апоптоза. 

М1 – область флуоресценции сенсора, используемая для расчета медианного 

значения. Оценка статистической значимости различий в количестве живых и 

апоптотических клеток с их количеством в контроле (без воздействия 

цисплатином):  * p < 0,05 
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Рисунок 25. Изменение флуоресценции сенсора SypHer2 при воздействии 

возрастающих концентраций цисплатина в течение 12 часов: 

(А) изменения медианных значений флуоресценции в живых и апоптотических 

клетках (разделение по степени окрашивания ФЭ Аннексином V и 7-AAD, рис. 

14), (Б) пример флуоресценции во всех клетках, (В) пример флуоресценции в 

живых клетках, (Г)  пример флуоресценции в апоптотических клетках. 

М1 – область флуоресценции сенсора, используемая для расчета медианного 

значения. Оценка статистической значимости различий в количестве живых и 

апоптотических клеток с их количеством в контроле (без воздействия 

цисплатином): * p < 0,05 

 

Такое изменение pH в клетках могло влиять на изменение интенсивности 

флуоресценции сенсора HyPer2, снижая ее в клетках, содержащих данный сенсор. 

Следовательно, наблюдаемое увеличение интенсивности флуоресценции HyPer2 

при 83,0 и 200,0 мкМ цисплатина и длительности воздействия в 12 часов было бы 
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более выраженным при неизменном pH. Это свидетельствовало о том, что 

количество Н2О2 в клетках возрастало существеннее, чем могло бы показаться при 

анализе реакции только HyPer2 (рисунок 24). 

Увеличение длительности воздействия цисплатина еще на 6 часов приводило 

к росту интенсивности флуоресценции HyPer2 при более низких концентрациях 

цисплатина. Так, через 18 часов инкубации в живых клетках интенсивность 

флуоресценции HyPer2 возрастала до 170 ±  32% при 16,6 мкМ цисплатина, до 

240 ± 82% при 33,2 мкМ и до 216 ± 27% при 83,0 мкМ цисплатина. Изменение 

интенсивности флуоресценции сенсора в апоптотических клетках было более 

выраженным и начиналось уже при 8,3 мкМ препарата, что соответствовало IC50. 

При этом для клеток, проходящих стадию апоптоза, значения превышают таковые 

для живых клеток. Увеличение интенсивности флуоресценции сенсора HyPer2 в 

данных клетках составило: 150 ± 2% при 8,3 мкМ, 249 ± 66%  при 16,6 мкМ, 

384 ± 104%  при 33,2 мкМ и 311 ± 71% при 83,0 мкМ цисплатина (рисунок 26). 

Интенсивность флуоресценции сенсора SypHer2 показала, что через 18 часов 

инкубации с различными концентрациями цисплатина значительных изменений в 

уровне pH не происходит (рисунок 27). Следовательно, реакция сенсора HyPer2 

при данной длительности воздействия препаратом была обусловлена только 

увеличением внутриклеточного уровня Н2О2. 
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Рисунок 26. Изменение флуоресценции сенсора HyPer2 при воздействии 

возрастающих концентраций цисплатина в течение 18 часов: 

(А) изменения медианных значений флуоресценции в живых и апоптотических 

клетках (разделение по степени окрашивания ФЭ Аннексином V и 7-AAD, рис. 

16), (Б) пример флуоресценции во всех клетках, (В) пример флуоресценции в 

живых клетках, (Г) пример флуоресценции в клетках, находящихся в стадии 

апоптоза. 

М1 – область флуоресценции сенсора, используемая для расчета медианного 

значения. Оценка статистической значимости различий в количестве живых и 

апоптотических клеток с их количеством в контроле (без воздействия 

цисплатином):  * p < 0,05, ** p < 0,001, *** p < 0,0001 
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Рисунок 27. Изменение флуоресценции сенсора SypHer2 при воздействии 

возрастающих концентраций цисплатина в течение 18 часов: 

(А) изменения медианных значений флуоресценции в живых и апоптотических 

клетках (разделение по степени окрашивания ФЭ Аннексином V и 7-AAD, рис. 

3.2-9), (Б) пример флуоресценции во всех клетках, (В) пример флуоресценции в 

живых клетках, (Г)  пример флуоресценции в клетках, находящихся в стадии 

апоптоза. 

М1 – область флуоресценции сенсора, используемая для расчета медианного 

значения. 

 

При инкубации с цисплатином в течение 24 часов количество живых клеток 

при высоких концентрациях препарата было недостаточным для анализа 

изменений реакции сенсоров в них (рисунок 28, 29). Интенсивность 

флуоресценции HyPer2 увеличивалась при воздействии 16,6 мкМ и 33,2 мкМ 

цисплатина как в живых, так и в апоптотических клетках и составляла: 146 ± 27% 
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и 256 ± 37% при 16,6 мкМ и 196 ± 41% и 293 ± 60% соответственно (рисунок 28). 

Интенсивность флуоресценции SypHer2 была увеличена в сравнении с контролем 

в апоптотических клетках при инкубации с низкими концентрациями препарата: 

148 ± 21% при 4,2 мкМ и 137 ± 10% при 8,3 мкМ цисплатина, что 

свидетельствовало о защелачивании внутриклеточной среды. Однако в 

концентрациях 16,6 мкМ и 33,2 мкМ, при которых наблюдались изменения 

флуоресценции сенсора HyPer2, статистически значимых изменений в 

интенсивности флуоресценции SypHer2 в сравнении с контролем не наблюдалось 

(рисунок 29). Следовательно, повышение интенсивности флуоресценции сенсора 

HyPer2 после 24 часов инкубации с 16,6 мкМ и 33,2 мкМ цисплатина было 

обусловлено увеличением концентрации Н2О2 в опухолевых клетках. Также 

следует отметить, что, учитывая изменения интенсивности флуоресценции 

сенсора SypHer2, при действии 4,2 мкМ и 8,3 мкМ цисплатина количество Н2О2 

могло быть определено как сниженное в сравнении с контрольными интактными 

клетками. 
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Рисунок 28. Изменение флуоресценции сенсора HyPer2 при воздействии 

возрастающих концентраций цисплатина в течение 24 часов:  

(А) изменения медианных значений флуоресценции в живых и апоптотических 

клетках (разделение по степени окрашивания ФЭ Аннексином V и 7-AAD, рис. 

19), (Б) пример флуоресценции во всех клетках, (В) пример флуоресценции в 

живых клетках, (Г) пример флуоресценции в клетках, находящихся в стадии 

апоптоза.  

М1 – область флуоресценции сенсора, используемая для расчета медианного 

значения. Оценка статистической значимости различий в количестве живых и 

апоптотических клеток с их количеством в контроле (без воздействия 

цисплатином):  * p < 0,05, ** p < 0,001, *** p < 0,0001 
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Рисунок 29. Изменение флуоресценции сенсора SypHer2 при воздействии 

возрастающих концентраций цисплатина в течение 24 часов: 

(А) изменения медианных значений флуоресценции в живых и апоптотических 

клетках (разделение по степени окрашивания ФЭ Аннексином V и 7-AAD, рис. 

20), (Б) пример флуоресценции во всех клетках, (В)  пример флуоресценции в 

живых клетках, (Г) пример флуоресценции в клетках, находящихся в стадии 

апоптоза.  

М – область флуоресценции сенсора, используемая для расчета медианного 

значения. Оценка статистической значимости различий в количестве живых и 

апоптотических клеток с их количеством в контроле (без воздействия 

цисплатином):  * p < 0,05 

 

В наших экспериментах показано, что даже высокие дозы препарата (200 

мкМ) при инкубации в течение 6 часов не были способны привести к клеточной 

гибели. Однако увеличение длительности инкубации клеток HeLa Kyoto с 
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препаратом до 12 часов и выше способствовало прохождению клетками стадии 

экстернализации фосфатидилсерина, что свидетельствовало о происходящем 

апоптотическом процессе. Максимальное количество апоптотических клеток 

наблюдалось при 83,0 мкМ цисплатина при 12 часах воздействия (рисунок 15), а 

также 16,6 мкМ цисплатина при 18 часах воздействия (рисунок 18). В обоих 

случаях наблюдалось значительное увеличение количества Н2О2 в сравнении с 

необработанными  цисплатином клетками (рисунок 24, 26). Полученные данные 

согласуются с исследованиями других авторов, показывающих, что цисплатин 

способен вызывать повышенное образование АФК и окислительный стресс [219, 

488, 533]. Показано, что в клетках млекопитающих митохондриальная продукция 

АФК усиливает цитотоксический эффект цисплатина, вызванный повреждением 

ядерной ДНК [219]. Цисплатин провоцировал окислительное повреждение 

митохондриальных липидов и окисление митохондриальных белков клеток почек 

у самцов крыс линии Wistar, при этом повышенная активность каспазы-3 

свидетельствовала об активации в них апоптоза [488]. Обработка слуховых клеток 

мыши HEI-OC1 цисплатином увеличивала экспрессию NLRX1 одновременно с 

увеличением продукции АФК и развитием апоптоза [533]. 

Кроме того, существуют работы, указывающие, что Н2О2 может являться 

участником клеточной реакции на воздействие противоопухолевыми агентами, 

включая цисплатин, а также способствовать развитию апоптоза [16, 18, 253, 500]. 

Так, экспозиция клеток лейкемии (HL-60 и CEM) и колоректальной карциномы 

(HCT116) с Н2О2 может являться сигналом для транслокации белков семейства 

Bax, как и его внутриклеточная продукция при апоптозе, индуцированном 

лекарственными препаратами [18]. Окислительное повреждение ДНК клеток 

лейкемии HL-60, вызванное генерацией Н2О2 при воздействии доксорубицина 

может служить критическим триггером апоптоза, однако апоптоз, вызванный 

доксорубицином, может также включать ингибирование теломеразы II. 

Увеличение ΔΨm и активация каспазы-3 при подобном воздействии 

предшествовали образованию Н2О2 [16]. Н2О2 изменяет экспрессию генов, 

связанных с передачей сигналов и метаболизмом клеток кардиомиоцитов кур, а 
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также изменяет экспрессию генов, непосредственно связанных с апоптозом, 

например, Н2О2 влияет на биосинтез и процессинг белков и ненасыщенных 

жирных кислот [253]. При воздействии цисплатина на клетки рака эпителия 

легких человека происходит быстрое образование АФК, индуцирующее 

активацию митохондриального механизма нициации апоптоза  посредством 

активации каспазы-9 и экспрессии Bcl-2, существенное влияние на Bcl-2 при 

этом, вероятно, оказывает Н2О2 [500].  

В нашем исследовании практически все клетки, погибающие при 

воздействии цисплатина, претерпевали экстернализацию фосфатидилсерина, что 

исключало некротический механизм гибели. Однако существуют работы, 

указывающие на возможную роль Н2О2 в передаче сигналов при некрозе [255, 

256]. Индуцированный цисплатином апоптоз в культуре клеток проксимального 

канальца почек кролика был связан с активацией митохондриального механизма 

инициации апоптоза, выходом цитохрома С и активацией каспазы 3. Поскольку 

апоптоз ингибировался добавлением диметилтиомочевины и тирона, но не 

добавлением каталазы, было предположено, что 
•
OH, а не Н2О2 являлся 

участником апоптотической реакции. В то же время, вызванный большими 

концентрациями цисплатина некроз предотвращался каталазой и пируватом, 

которые снижают концентрации Н2О2, что предполагало его участие в 

некротической реакции [256]. Обработка кардиомиоцитов крыс Н2О2 вызывала 

некротическую гибель, повышение уровня/активности матриксной 

металлопротеиназы-2, при этом максимальный эффект наблюдался при 200 мкМ 

[255]. Считается, что выбор клеткой апоптотического или некротического 

механизма гибели определяется концентрацией и длительностью воздействия 

цисплатина.  При больших концентрациях и коротких временах воздействия 

клетка склонна погибать путем некроза в то время как более длительное 

воздействие низкими концентрациями препарата вызывает преимущественно 

активацию апоптоза [256, 534]. Таким образом, можно предположить, что 

выявленный в нашем исследовании рост уровня Н2О2 был недостаточным для 

развития некротической реакции. 
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Добавление цисплатина вызывало изменения внутриклеточного уровня pH, 

способствуя закислению внутриклеточной среды в живых клетках в высоких 

концентрациях препарата при инкубации в течение 12 часов – 83,0 мкМ и 200 

мкМ (рисунок 25), и ее защелачиванию у апоптотических клеток при воздействии 

низких концентраций препарата – 4,2 мкМ и 8,3 мкМ – в течение 24 часов 

(рисунок 29). 

Ранее нами также было показано, что непосредственное добавление 

цисплатина в концентрации IC50 к исследуемым культурам не приводит к 

существенным сдвигам ни в уровне цитоплазматического Н2О2, ни в уровне 

внутриклеточного pH в течение 20 минут [535] . В [528] показано, что добавление 

цисплатина в концентрации 2,4 – 2,6 мкМ (IC30) к клеточной культуре HeLa 

вызывает закисление среды вскоре после добавления препарата (через 45 минут). 

В дальнейшем в умирающих клетках pH менялся в значительных пределах в 

течение 5 часов, и в период с 6 до 24 часов такие клетки погибали. Клетки, 

способные поддерживать щелочной баланс при воздействии цисплатином в дозе 

2,4 – 2,6 мкМ (IC30) до 4,5-5 часов, в дальнейшем выживали и были способны 

поддерживать гомеостаз длительное время, а через 24-48 часов их 

внутриклеточная среда становилась более кислой в сравнении с исходным 

уровнем. Необходимо отметить, что такие различия в реакции клеток были 

выявлены при мониторинге индивидуальных клеток, усреднение значений pH не 

показывало каких-либо различий в динамике. 

В нашем исследовании использовались гораздо более высокие концентрации 

цисплатина, а изменения в уровне pH оценивались раздельно для популяций 

живых или апоптотических клеток, что затрудняет сравнение полученных 

результатов с описанной выше работой, в которой не проводилось 

предварительное деление клеток на популяции. Однако можно отметить, что 

клетки, суммарный уровень pH которых при 12 часах инкубации с препаратом 

был сдвинут в более кислую сторону, также погибали к 24 часам инкубации с 

препаратом. 
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Таким образом, для последующих экспериментов была выбрана 

концентрация цисплатина 16,6 мкМ и длительность инкубации с препаратом 18 

часов.  

 

 

3.4 Изучение динамики уровня Н2О2 в условиях использования ловушек 

АФК  

 

 

3.4.1 Определение апоптоза по экстернализация фосфатидилсерина 

Для дополнительного подтверждения роли H2O2 в цисплатин-

индуцированной гибели клеток были использованы ловушки АФК: NAC и ДМТМ 

[407, 408]. NAC является предшественником L-цистеина, участвующего в 

образовании глутатиона GSH, таким образом, его непрямое антиоксидантное 

действие в клетке определяется свойствами самого глутатиона. Также он 

способен восстанавливать HOCl и 
•
OH, несколько медленнее реагирует с H2O2 

[536].  ДМТМ обладает хорошей способностью к диффузии и является 

высокоэффективным поглотителем OH˙ и H2O2 [537]. Таким образом, ни NAC, ни 

ДМТМ не являются специфичными ловушками на пероксид водорода, однако по 

результату их действия и реакции специфичного к изменениям уровня H2O2 

сенсора HyPer2 можно судить о роли H2O2 в исследуемом процессе. 

Добавление NAC в инкубационную среду предотвращало индуцированный 

цисплатином апоптоз через 18 часов инкубации с препаратом как в клеточной 

линии HeLa Kyoto-HyPer2 (рисунок 30; 32А), так и в клеточной линии HeLa 

Kyoto-SypHer2 (рисунок 31; 32Б). Реакции клеток обеих клеточных линий при 

данной длительности инкубации очень схожи: при одновременной инкубации 

цисплатина с NAC количество жизнеспособных клеток по сравнению с их 

количеством при инкубации только с цисплатином значительно возрастает, но не 

превышает 66%: у клеток HeLa Kyoto-HyPer2 с 47 ± 5% до 65 ± 18%, у HeLa 
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Kyoto-SypHer2 с 56 ± 4% до 66 ± 10% (рисунок 32). Также введение NAC в 

инкубационную среду с цисплатином снижало количество апоптотических клеток 

у обеих клеточных линий: с 33 ± 9% до 17 ± 8%  у HeLa Kyoto-HyPer2 и с 24 ± 2% 

до 17 ± 8% у HeLa Kyoto-SypHer2. Следует отметить, что добавление NAC 

увеличивало жизнеспособность обеих клеточных культур в сравнении с 

контролем даже в отсутствии воздействия цисплатином на 3-4%. 
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Рисунок 30. Пример распределения клеток HeLa Kyoto-HyPer на популяции 

живых (Ж), апоптотических (А) и мертвых (М) по степени их окрашивания ФЭ 

Аннексином V и 7-AAD при воздействии/без воздействия 16,6 мкМ цисплатина и 

5,0 мМ NAC. Длительность инкубации 18 часов 
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Рисунок 31. Пример распределения клеток HeLa Kyoto-SypHer2 на 

популяции живых (Ж), апоптотических (А) и мертвых (М) по степени их 

окрашивания ФЭ Аннексином V и 7-AAD при воздействии/без воздействия 16,6 

мкМ цисплатина и 5,0 мМ NAC. Длительность инкубации 18 часов 
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Рисунок 32. Процент жизнеспособных, апоптотических и мертвых клеток, 

определенный по степени их окрашивания ФЭ Аннексином V и 7-AAD при 

воздействии /без воздействия 16,6 мкМ цисплатина и 5,0 мМ NAC: (А) HeLa 

Kyoto-HyPer2, (Б) HeLa Kyoto–SypHer2. Длительность инкубации 18 часов. 

Оценка статистической значимости различий в количестве клеток в контроле 

(клетки без воздействия), при воздействии цисплатина и/или NAC: * p < 0,05 

 

Инкубация с цисплатином в течение 24 часов одновременно с NAC также 

способствовала выживанию обеих клеточных линий в сравнении с клетками, 

обработанными только цисплатином: на 38% у HeLa Kyoto-HyPer 2 (с 20 ± 15% до 

58 ± 19%) (рисунок 33, 35А) и на 31% у HeLa Kyoto-SypHer2 (с 21 ± 13% до 

62 ± 21%) (рисунок 34, 35Б). При этом вклад, вносимый изменением количества 

апоптотических клеток, был не столь существенным, как при длительности 

инкубации 18 часов, и не показал статистически достоверных различий между 

клетками, подвергшимися только воздействию цисплатина, и клетками, 

выдержанными в среде с добавлением и цисплатина, и NAC (рисунок 35). 
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Рисунок 33. Пример распределения клеток HeLa Kyoto-HyPer2 на популяции 

живых (Ж), апоптотических (А) и мертвых (М) по степени их окрашивания ФЭ 

Аннексином V и 7-AAD при воздействии /без воздействия 16,6 мкМ цисплатина и 

5,0 мМ NAC. Длительность инкубации 24 часа 
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Рисунок 34. Пример распределения клеток HeLa Kyoto-SypHer2 на 

популяции живых (Ж), апоптотических (А) и мертвых (М) по степени их 

окрашивания ФЭ Аннексином V и 7-AAD при воздействии/без воздействия 16,6 

мкМ цисплатина и 5,0 мМ NAC. Длительность инкубации 24 часа 
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Рисунок 35. Процент жизнеспособных, апоптотических и мертвых клеток, 

определенный по степени их окрашивания ФЭ Аннексином V и 7-AAD при 

воздействии /без воздействия 16,6 мкМ цисплатина и 5,0 мМ NAC: (А) HeLa 

Kyoto-HyPer2, (Б) HeLa Kyoto–SypHer2. Длительность инкубации 24 часа. Оценка 

статистической значимости различий в количестве клеток в контроле (клетки без 

воздействия), при воздействии цисплатина и/или NAC:* p < 0,05, ** p < 0,001, 

*** p < 0,0001 

 

Внесение ДМТМ в качестве ловушки АФК в инкубационную среду, 

содержащую цисплатин, привело к схожим результатам, что и добавление NAC 

при длительности инкубации 24 часа, а именно, к увеличению количества 

жизнеспособных клеток: на 43% у HeLa Kyoto-HyPer2 (с 29 ± 12% до 72 ± 12%) 

(рисунок 36; 38А) и на 31% у HeLa Kyoto-SypHer2 (с 34 ± 13% до 55 ± 10%)  

(рисунок 37; 38Б). При этом следует обратить внимание, что внесение ДМТМ в 

среду с цисплатином привело к увеличению доли жизнеспособных клеток HeLa 

Kyoto-HyPer2 до уровня, соизмеримого с контролем – 72 ± 5%, в то время как 
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жизнеспособность клеток HeLa Kyoto-SypHer2 возросла не столь значительно 

(жизнеспособность клеток HeLa Kyoto-SypHer2 без воздействия препарата – 

78,4%) (рисунок 38). 

 

Рисунок 36. Пример распределения клеток HeLa Kyoto-HyPer на популяции 

живых (Ж), апоптотических  (А) и мертвых (М) по степени их окрашивания ФЭ 

Аннексином V и 7-AAD при воздействии /без воздействия 16,6 мкМ цисплатина и 

15,0 мкМ ДМТМ. Длительность инкубации 24 часа 
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Рисунок 37. Пример распределения клеток HeLa Kyoto-SypHer2 на 

популяции живых (Ж), апоптотических (А) и мертвых (М) по степени их 

окрашивания ФЭ Аннексином V и 7-AAD при воздействии /без воздействия 16,6 

мкМ цисплатина и 15,0 мкМ ДМТМ. Длительность инкубации 24 часа 
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Рисунок 38. Процент жизнеспособных, апоптотических и мертвых клеток, 

определенный по степени их окрашивания ФЭ Аннексином V и 7-AAD при 

воздействии /без воздействия 16,6 мкМ цисплатина и 15,0 мкМ ДМТМ: (А) HeLa 

Kyoto-HyPer2, (Б) HeLa Kyoto–SypHer2. Длительность инкубации 24 часа. Оценка 

статистической значимости различий в количестве клеток в контроле (клетки без 

воздействия), при воздействии цисплатина и/или ДМТМ: 

* p < 0,05, ** p < 0,001, *** p < 0,0001 

 

Использование специфичного сенсора HyPer2 позволило отследить 

изменения уровня пероксида водорода при протекторном действии ловушек АФК 

в ходе их совместной инкубации с цисплатином.  Наблюдалось значительное 

снижение интенсивности флуоресценции сенсора HyPer2 при одновременном 

добавлении NAC с цисплатином и инкубации в течение 18 часов как в популяции 

жизнеспособных, так и в популяции апоптотических клеток, претерпевающих 

экстернализацию фосфатидилсерина (рисунок 39): с 170 ± 32% до 132 ± 10% у 

жизнеспособных клеток и с 263 ± 47% до 158 ± 22% у апоптотических клеток. 
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Рисунок 39. Изменение флуоресценции сенсора HyPer2 при воздействии/без 

воздействия 16,6 мкМ цисплатина и 5,0 мМ NAC: (А) изменения медианных 

значений флуоресценции в живых и апоптотических клетках (разделение по 

степени окрашивания ФЭ Аннексином V и 7-AAD, рис. 30, 32), (Б) пример 

флуоресценции во всех клетках, (В)  пример флуоресценции в живых клетках, (Г)  

пример флуоресценции в клетках, находящихся в стадии апоптоза.  Длительность 

инкубации 18 часов. 

М1 – область флуоресценции сенсора, используемая для расчета медианного 

значения. Оценка статистической значимости различий в количестве клеток в 

контроле (клетки без воздействия), при воздействии цисплатина и/или NAC:  

* p < 0,05, ** p < 0,001, *** p < 0,0001 
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Добавление только NAC в культуральную среду практически не влияло на 

изменение интенсивности флуоресценции сенсора в обеих популяциях клеток: 

106 ± 26% у жизнеспособных, 98 ± 27% у апоптотических. 

При той же длительности воздействия сенсор SypHer2 не показал 

значительных изменений в интенсивности флуоресценции как при добавлении 

NAC и цисплатина по отдельности, так и при их одновременном добавлении в 

клеточную среду (рисунок 40).  

Увеличение длительности инкубации до 24 часов не привело к значительным 

изменениям в интенсивности флуоресценции сенсора HyPer2 по сравнению с 

инкубацией 18 часов: одновременная инкубация с цисплатином и NAC вызывала 

ее снижение в сравнении с таковой при инкубации только с цисплатином – с 

155 ± 13% до 112 ± 13% (рисунок 41). Однако инкубация клеток HeLa Kyoto-

SypHer2 в течение этого времени одновременно с цисплатином и NAC привела к 

увеличению интенсивности флуоресценции SypHer2 популяции апоптотических 

клеток, в то время как инкубация с каждым из данных веществ по отдельности 

такого эффекта не вызывала (рисунок 42). 
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Рисунок 40. Изменение флуоресценции сенсора SypHer2 при воздействии/без 

воздействия 16,6 мкМ цисплатина и 5,0 мМ NAC: (А) изменения медианных 

значений флуоресценции в живых и апоптотических клетках (разделение по 

степени окрашивания ФЭ Аннексином V и 7-AAD, рис. 31, 32), (Б) пример 

флуоресценции во всех клетках, (В) пример флуоресценции в живых клетках, (Г) 

пример флуоресценции в клетках, находящихся в стадии апоптоза. Длительность 

инкубации 18 часов. 

М1 – область флуоресценции сенсора, используемая для расчета медианного 

значения 
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Рисунок 41. Изменение флуоресценции сенсора HyPer2 при воздействии/без 

воздействия 16,6 мкМ цисплатина и 5,0 мМ NAC: (А) изменения медианных 

значений флуоресценции в живых и апоптотических клетках (разделение по 

степени окрашивания ФЭ Аннексином V и 7-AAD, рис. 33, 35), (Б) пример 

флуоресценции во всех клетках, (В) пример флуоресценции в живых клетках, (Г)  

пример флуоресценции в клетках, находящихся в стадии апоптоза. Длительность 

инкубации 24 часа. 

М1 – область флуоресценции сенсора, используемая для расчета медианного 

значения. Оценка статистической значимости различий в количестве клеток в 

контроле (клетки без воздействия), при воздействии цисплатина и/или NAC: 

* p < 0,05, ** p < 0,001 
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Рисунок 42. Изменение флуоресценции сенсора SypHer2 при воздействии/без 

воздействия 16,6 мкМ цисплатина и 5,0 мМ NAC: (А) изменения медианных 

значений флуоресценции в живых и апоптотических клетках (разделение по 

степени окрашивания ФЭ Аннексином V и 7-AAD, рис. 34, 35), (Б) пример 

флуоресценции во всех клетках, (В)  пример флуоресценции в живых клетках, (Г)  

пример флуоресценции в клетках, находящихся в стадии апоптоза. Длительность 

инкубации 24 часа. 

М1 – область флуоресценции сенсора, используемая для расчета медианного 

значения. Оценка статистической значимости различий в количестве клеток в 

контроле (клетки без воздействия), при воздействии цисплатина и/или NAC: 

* p < 0,05 
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Замена NAC на другую ловушку АФК – ДМТМ – в эксперименте с 24-

часовой  инкубацией не выявила сильных изменений в отклике сенсора HyPer2. 

Добавление ДМТМ снижало вызванное цисплатином увеличение интенсивности 

флуоресценции, как в живых, так и в апоптотических клетках: с 177 ± 44% до 

113 ± 14% у жизнеспособных клеток и с 287 ± 74% до 92 ± 19% (рисунок 43). При 

этом отдельная инкубация с ДМТМ не влияла на флуоресценцию сенсора [407].  

Добавление ДМТМ вызвало увеличение интенсивности флуоресценции 

SypHer2 в живых клетках, как при инкубации с цисплатином, так и без него. 

Инкубация отдельно с цисплатином не влияла на интенсивность флуоресценции 

сенсора. Следовательно, изменения pH в живых клетках были вызваны не 

инкубацией с цисплатином, а добавлением ловушки АФК ДМТМ (рисунок 44). 
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Рисунок 43. Изменение флуоресценции сенсора HyPer2 при воздействии/без 

воздействия 16,6 мкМ цисплатина и 15,0 мкМ ДМТМ: (А) изменения медианных 

значений флуоресценции в живых и апоптотических клетках (разделение по 

степени окрашивания ФЭ Аннексином V и 7-AAD, рис. 36, 38), (Б) пример 

флуоресценции во всех клетках, (В)  пример флуоресценции в живых клетках, (Г)  

пример флуоресценции в клетках, находящихся в стадии апоптоза. Длительность 

инкубации 24 часа. 

М1 – область флуоресценции сенсора, используемая для расчета медианного 

значения. Оценка статистической значимости различий в количестве клеток в 

контроле (клетки без воздействия), при воздействии цисплатина и/или NAC: 

* p < 0,05 
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Рисунок 44. Изменение флуоресценции сенсора SypHer2 при воздействии/без 

воздействия 16,6 мкМ цисплатина и 15,0 мкМ ДМТМ: (А) изменения медианных 

значений флуоресценции в живых и апоптотических клетках (разделение по 

степени окрашивания ФЭ Аннексином V и 7-AAD, рис. 37, 38), (Б) пример 

флуоресценции во всех клетках, (В)  пример флуоресценции в живых клетках, (Г)  

пример флуоресценции в клетках, находящихся в стадии апоптоза. Длительность 

инкубации 24 часа.  

М1 – область флуоресценции сенсора, используемая для расчета медианного 

значения. Оценка статистической значимости различий в количестве клеток в 

контроле (клетки без воздействия), при воздействии цисплатина и/или NAC: 

 *   p < 0,05, ** p < 0,001 
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Полученные результаты окрашивания клеток обеих клеточных линий ФЭ 

Аннексином V и 7-AAD показали, что добавление ловушек АФК приводит к 

значительному увеличению их жизнеспособности, а также к существенному 

снижению процента апоптотических клеток при инкубации 18 часов (рисунок 32), 

но не при 24-часовой инкубации (рисунок 35, 38).  

Следует отметить, что к 24 часам инкубации бóльшая часть клеток уже 

прошла стадию экстернализации фосфатидилсерина и определялась как клетки, 

относящиеся к популяции мертвых, что могло помешать выявить влияние NAC и 

ДМТМ на процент апоптотических клеток. 

Способность NAC предотвращать вызванный цисплатином апоптоз была 

продемонстрирована ранее. В работе [460] обнаружено, что добавленный с 30 

мкМ цисплатина 1мМ NAС  способен предотвратить развитие апоптоза клеток 

HeLa при инкубации в течение 24 часов посредством ингибирования 

индуцированных цисплатином активации ERK и расщепления PARP. 

Способность NAC повышать выживаемость клеток через активацию ERK  и 

предотвращать апоптоз была также  показана другими авторами [538, 539]. NAC 

также способен ингибировать активацию c-Jun N-концевой киназы, p38 MAP-

киназы, редокс-чувствительного активирующего белка-1, подавлять активность 

ядерного фактора транскрипции каппа B, а также предотвращать апоптоз и 

способствовать выживанию клеток путем активации внеклеточного сигнал-

регулирующего киназного пути [540].  

NAC ингибирует цисплатин-индуцированную экспрессию p53 и p21 в 

клетках мелкоклеточной карциномы легких LX-1, NAC уменьшал токсичность 

цисплатина в SKOV3 как p53-зависимым, так и p53-независимыми механизмами 

[223]. Таким образом, NAC способен блокировать цисплатин-индуцированный 

апоптоз посредством ингибирования как митохондриального, так и 

рецепторозависимого механизмов. 

ДМТМ также часто применяется в качестве ловушки АФК и способен 

снижать вызываемый различными стимулами, в том цисплатином, апоптоз [488, 

541-544]. ДМТМ почти полностью защищал кардиомиоциты крыс от 



129 
 

повреждения, вызванного гидропероксидом кумола, но не снижал высвобождение 

креатинкиназы из сердца, подвергшегося легкому или тяжелому повреждению, 

вызванному реоксигенацией [544]. Продемонстрировано, что введение ДМТМ 

одновременно с цисплатином и последующее двукратное его введение взрослым 

самцам крыс Wistar вызывало ряд положительных эффектов: снижало перекисное 

окисление липидов, окисление кардиолипина, сульфгидрильного белка, GSH, 

НАДФН, а также жесткость митохондриальной мембраны и уровень АТФ в 

печени, способствуя уменьшению доли апоптотических клеток [488]. 

Посредством ранней индукции цитоплазматических белков теплового шока - 

HSP60 (от англ. «Heat shock proteins») ДМТМ способен предотвратить Bax-

опосредованный апоптоз в клетках почечных канальцев, обеспечивая защиту 

цисплатин-индуцированной острой почечной недостаточности [543]. Способность 

уменьшать активацию р53 и ингибировать цисплатин-индуцированной апоптоз в 

культивируемых клетках проксимальных канальцев почек  была показана как для 

ДМТМ, так и для NAC [542]. 

NAC считается эффективной ловушкой для АФК, поскольку является 

предшественником L-цистеина, участвующего в синтезе глутатиона, а также 

способен непосредственно восстанавливать HOCl, 
•
OH и H2O2 [536, 545]. ДМТМ 

характеризуется хорошей способностью обезвреживать 
•
OH и H2O2 [537], также 

показано, что ДМТМ способствует ингибированию эндотелиального ангиогенеза 

микрососудов головного мозга крыс, спровоцированного H2O2 [546]. Наши 

результаты демонстрируют, что увеличение жизнеспособности клеточных линий 

при добавлении ловушек АФК в инкубационную среду с цисплатином 

происходит одновременно со снижением флуоресценции чувствительного к 

изменениям уровня H2O2 сенсора HyPer2 (рисунок 39, 41, 43), что свидетельствует 

об участии H2O2 в индуцируемом цисплатином апоптозе.  
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3.4.2 Определение апоптоза по изменению мембранного потенциала 

митохондрий 

 

 

Добавление NAC в инкубационную среду с цисплатином приводило к 

существенному увеличению процента жизнеспособных клеток у обеих клеточных 

линий в сравнении с клетками, обработанными только цисплатином: с 28 ± 6% до 

71 ± 18% –  у HeLa Kyoto-HyPer2 , с 24 ± 5% до 61 ± 9% – у HeLa Kyoto-SypHer2 

(рисунок 45-47). Одновременно с этим процент апоптотических клеток 

значительно снижался: с 43 ± 12% до 15 ± 4% –  у HeLa Kyoto-HyPer2 , с 54 ± 4% 

до 27 ±10% – у HeLa Kyoto-SypHer2. 
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Рисунок 45. Пример распределения клеток HeLa Kyoto-HyPer2 на популяции 

живых (Ж), апоптотических  (А) и мертвых (М) по степени их окрашивания 

TMRE и 7-AAD при воздействии /без воздействия 16,6 мкМ цисплатина и 5,0 мМ 

NAC. Длительность инкубации 18 часов 

 

 

Рисунок 46. Пример распределения клеток HeLa Kyoto-SypHer2 на 

популяции живых (Ж), апоптотических (А) и мертвых (М) по степени их 

окрашивания TMRE и 7-AAD при воздействии /без воздействия 16,6 мкМ 

цисплатина и 5,0 мМ NAC. Длительность инкубации 18 часов 
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Рисунок 47. Процент жизнеспособных, апоптотических и мертвых клеток, 

определенный по степени их окрашивания TMRE и 7-AAD при воздействии /без 

воздействия 16,6 мкМ цисплатина и 5,0 мМ NAC. Длительность инкубации 18 

часов. Оценка статистической значимости различий в количестве клеток в 

контроле (клетки без воздействия), при воздействии цисплатина и/или NAC: 

 * p < 0,05, ** p < 0,001, *** p < 0,0001 

 

Одновременное инкубирование клеток HeLa Kyoto-HyPer2 с цисплатином и  

NAC приводило к снижению интенсивности флуоресценции сенсора в 

апоптотических клетках в сравнении с клетками, подвергнутыми действию только 

цисплатина в течение 18 часов: с 263 ± 69% до 137 ± 33% (рисунок 48). Таким 

образом, устранение Н2О2 с использованием NAC может быть причиной 

предотвращения падение мембранного потенциала митохондрий и развития 

апоптотической реакции при действии цисплатина. В то же время, флуоресценция 

сенсора SypHer2 при воздействии цисплатина и/или NAC не претерпевала каких-

либо значительных изменений (рисунок 49).  
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Рисунок 48. Изменение флуоресценции сенсора HyPer2 при воздействии/без 

воздействия 16,6 мкМ цисплатина и 5,0 мМ NAC: (А) изменения медианных 

значений флуоресценции в живых и апоптотических клетках (разделение по 

степени окрашивания TMRE и 7-AAD, рис. 45, 47), (Б) пример флуоресценции во 

всех клетках, (В)  пример флуоресценции в живых клетках, (Г)  пример 

флуоресценции в клетках, находящихся в стадии апоптоза. Длительность 

инкубации 18 часов.  

М – область флуоресценции сенсора, используемая для расчета медианного 

значения. Оценка статистической значимости различий в количестве клеток в 

контроле (клетки без воздействия), при воздействии цисплатина и/или NAC: 

 * p < 0,001, ** p < 0,0001 
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Рисунок 49. Изменение флуоресценции сенсора SypHer2 при воздействии/без 

воздействия 16,6 мкМ цисплатина и 5,0 мМ NAC: (А) изменения медианных 

значений флуоресценции в живых и апоптотических клетках (разделение по 

степени окрашивания TMRE и 7-AAD, рис. 46, 47), (Б) пример флуоресценции во 

всех клетках, (В)  пример флуоресценции в живых клетках, (Г)  пример 

флуоресценции в клетках, находящихся в стадии апоптоза. Длительность 

инкубации 18 часов. 

М – область флуоресценции сенсора, используемая для расчета медианного 

значения.  

 

Влияние NAC на жизнеспособность клеточных линий было описано в 

предыдущих экспериментах с использованием в качестве маркера Аннексина V: 

NAC ингибировал апоптоз, вызванный цисплатином, значительно увеличивая 

процент жизнеспособных клеток. Однако распределение клеток на популяции 
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живых, апоптотических и мертвых по степени их окрашивания TMRE и 7-AAD 

показало, что увеличение интенсивности флуоресценции чувствительного к 

изменениям уровня H2O2 сенсора наблюдалось исключительно у апоптотических, 

но не жизнеспособных клеток, подвергшихся инкубации только с цисплатином 

(рисунок 48). Следует отметить, что при развитии апоптоза изменение ΔΨm, 

определяемое окрашиванием TMRE, происходит раньше, чем экстернализация 

ФС, определяемая Аннексином V. Поэтому при окрашивании TMRE клетки с 

нарушенным мембранным потенциалом, но еще не успевшие экстернализировать 

ФС, попадают в популяцию апоптотических. Эти же клетки при окрашивании на 

основе Аннексина V идентифицировались бы как относящиеся к популяции 

жизнеспособных клеток. Если же клетки успевали за время инкубации с 

препаратом и потерять ΔΨm, и экстернализировать ФС, то они в обоих вариантах 

окрашивания были идентифицированы как апоптотические (рисунок 39; 48). Даже 

незначительное снижение ΔΨm может привести к существенному увеличению 

производства АФК, способных нанести ущерб клетке [547]. В клетке, 

подвергшейся индуцированному TNF-α апоптозу, наблюдается частичное 

снижение ΔΨm, сопровождаемое высоким уровнем активных форм кислорода 

[226]. Показано, что цисплатин вызывает окислительный стресс в митохондриях и 

снижает ΔΨm [548]. В тоже время существуют данные, что каталаза 

предотвращает вызванную цисплатином потерю клетками ΔΨm, свидетельствуя 

об участии пероксида водорода в данном процессе [549]. H2O2 может являться 

основным окислительным компонентом, ответственным за подавление Bcl-2, 

возникающим одновременно с другими АФК при воздействии цисплатина [498]. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

 

 

В настоящей работе разработана новая методика оценки уровня H2O2 в 

популяциях жизнеспособных и апоптотических клеток независимо друг от друга. 

Возможность использования данной методики для оценки внутриклеточных 

изменений уровня H2O2 при контроле изменений pH внутри клетки 

продемонстрирована на примере действия противоопухолевого препарата 

Цисплатин. 

Проведено исследование влияния генетически-кодируемых сенсоров HyPer2 

или SypHer2 на жизнеспособность клеточной линии HeLa Kyoto. Показано, что 

увеличение концентраций цисплатина вызывает схожее дозо- и время-зависимое 

влияние на жизнеспособность как в культуре с генетически кодируемыми 

сенсорами, так и в культуре без сенсоров. 

Проведена оценка содержания H2O2 в жизнеспособных и апоптотических 

клетках HeLa Kyoto-HyPer2 и HeLa Kyoto-SypHer2. C использованием 

флуоресцентных красителей, маркирующих процессы апоптоза на разных стадиях 

его развития, показано, что цисплатин-индуцированное накопление H2O2 

происходит на фоне потери мембранного потенциала митохондрий и начинается 

раньше экстернализации фосфатидилсерина. Продемонстрировано, что 

добавление ловушек АФК способствует сохранению мембранного потенциала 

митохондрий и ингибирует экстернализацию фосфатидилсерина. Показано, что 

ловушки АФК при одновременном использовании с цисплатином предотвращают 

вызванную им клеточную гибель опухолевых клеток и сохраняют концентрацию 

H2O2 на уровне, близком к контрольному. 
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ВЫВОДЫ 

 

 

 

1. Модификация клеток HeLa Kyoto сенсорами HyPer2 и SypHer2 не оказывает 

существенного влияния на их чувствительность к цисплатину.  

2. Низкие концентрации цисплатина в большей степени вызывают 

цитостатический эффект, высокие концентрации препарата обладают 

цитотоксическим действием.  

3. Цисплатин вызывает дозо-зависимое увеличение уровня H2O2 в клетках HeLa 

Kyoto. Наибольший подъем уровня H2O2 выявлен при инкубации в течение 18 

часов при концентрации 2×IC50 (16,6 мкМ). Динамика изменений уровня 

пероксида водорода различается в живых и апоптотических клетках, наиболее 

выраженный подъем выявлен у клеток, претерпевающих апоптоз. 

4. Уровень пероксида водорода зависит от стадии клеточной гибели. 

Сопоставление динамики уровня H2O2 опухолевых клеток с маркерами разных 

стадий апоптоза показало, что рост его концентрации наблюдается 

одновременно с потерей мембранного потенциала митохондриями и 

предшествует выходу фосфатидилсерина на внешнюю поверхность 

плазматической мембраны. 

5. Добавление ловушек АФК ингибирует цисплатин-индуцированный апоптоз 

опухолевых клеток и препятствует повышению концентрации H2O2 как в 

живых клетках, так и в клетках, находящихся в апоптозе. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ 

 

 

 

АФК — активные формы кислорода  

Н2О2 — пероксид водорода 

7-ААD — 7–аминоактиномицин D 

ФЭ Аннексин V – фикоэритрин, коньюгированный с аннексином V 

ФЭ – фикоэритрин 

TMRE — от  англ. «tetramethylrhodamine ethyl ester», этиловый эфир 

тетраметилродамина 

NAC — N-ацетил-L-цистеин 

ДМТМ — N, N’-диметилтиомочевина 

DCFH-DA – от англ. «2′,7′-Dichlorodihydrofluorescein diacetate», 2 ,́7´-

дихлордигидрофлуоресцеин диацетат 

АТФ — аденозинтрифосфат 

АДФ — аденозиндифосфат 

ПКГ – программируемая клеточная гибель 

MOMP  - от англ. «Mitochondrial outer membrane permeabilization», проницаемость 

наружной мембраны митохондрий  

ΔΨm – митохондриальный трансмембранный потенциал 

ГП  –  глутатионпероксидаза 

ЭПР – эндоплазматический ретикулум 

Apaf-1 – от англ. «Apoptosis protease activating factor-1» – активирующий фактор-1 

апоптотической протеазы 

mPTP –  от англ «Mitochondrial permeability transition pore», пора, изменяющая 

проницаемость мембраны митохондрии 

AIF – от англ. «Apoptosis-inducing factor", апоптоз-индуцирующий фактор 

PARP – от англ. «poly(adenosine ribose) polymerase», поли(АДФ-рибоза)-

полимераза 

https://en.wikipedia.org/wiki/Apoptosis-inducing_factor


139 
 

TMRM – от англ. «etramethylrhodamine, methyl ester», метиловый эфир 

тертраметилродамина 

ФС – фосфатидилсерин 

ФИТЦ – от англ. «fluorescein isothiocyanate», FITC,  изотиоцианат флуоресцеина 

ПИ – пропидиум йодид 

TdT – дезоксинуклеотидилтрансфераза 

•
O2ˉ – супероксид анион-радикал 

HO
•
2 – пероксидный радикал 

•
OH – гидроксильный радикал 

1
О2 – синглетный кислород 

HOˉ2 – пероксидный ион 

НОСl – гипохлорит  

О3 – озон 

О2 – кислород 

ЭТЦ – митохондриальная дыхательная цепь, электронно-транспортная цепь 

Н2О – вода 

O2NOO ̄ – пероксинитрат 

СОД – супероксиддисмутаза 

ИК – ионизирующее излучение 

УФ – ультрафиолетовое излучение 

мтДНК – митохондриальная ДНК 

ПОЛ – перекисное окисление липидов 

NOX (НАДФН-оксидаза) – от англ. «Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

oxidase», оксидазы никотинамидадениндинуклеотидфосфата, NADPH-

оксидаза 

TNF-α – от англ. «tumor necrosis factor alpha», фактор некроза опухоли α 

JNK – от англ . «c-Jun N-terminal kinase», c-Jun (от яп. «ju-nana») N-терминальная 

киназа 

ASK1 – от англ. «Аpoptosis signal-regulating kinase 1», киназа 1, регулирующая 

сигнал апоптоза 
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SH – тиоловая группа 

Nrf2 – от англ. «Nuclear factor erythroid 2-related factor 2», транскрипционный 

ядерный фактор 2, связанный с эритроидным фактором 2 

Keap1– от англ. «Kelch-like ECH-associated protein 1», Kelch-подобный белок 1, 

ассоциированный с ЕСН 

ARE – от англ. «Anti-oxidant response element», элемент антиоксидантного 

отклика 

GSH – глутатион 

ПР - пероксиредуктаза 

СР – сульфиредоксин 

ЭПР – электронно-парамагнитный резонанс  

СЛ – спиновые ловушки 

ДПО – 5,5-диметил-1-пирролин-N-оксид 

НТХ – тетразолиум хлорид 

L-012 – 8-амино-5-хлор-7-фенилпиридо[3,4-d]пиридазин-1,4(2H, 3H) дион 

DCFH – от англ. «2′,7′-Dichlorodihydrofluorescein», 2′,7′-

дихлордигидрофлуоресцеин 

DCF – от англ. «Dichlorfluorescein», дихлорфлуоресцеин 

AR – N-ацетил-3,7-дигидроксифеноксазин, коммерческое название «Amplex red» 

CTR1 – от англ. «Copper transporter-1», транспортер меди 1 

CTR2 – от англ. «Copper transporter-2», транспортер меди 2 

c-Abl – тирозинкиназа, получившая название от англ. «Abelson murine leukemia 

viral oncogene homolog» 

MAPК – от англ. «mitogen-activated protein kinases», митоген-активируемые 

протеинкиназы 

ERK – от англ. «extracellular signal-related kinase», экстраклеточная сигнал-

регулирующая киназа 

PI3K – от англ. «phosphatidylinositol 3-kinase», фосфатидилинозитол-3-киназа 

Akt – протеинкиназа B, в англ. «Protein kinase B», PKB 

СО – стандартное отклонение 
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СОС – стандартная ошибка среднего 
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