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Цель исследования — оценка содержания пероксида водорода (Н2О2) в жизнеспособных и апоптотических клетках HeLa Kyoto 
при воздействии цисплатина в условиях применения ловушки активных форм кислорода — N,N’-диметилтиомочевины (ДМТМ).

Материалы и методы. Клетки линии HeLa Kyoto, трансфицированные сенсором пероксида водорода HyPer2 или сенсором 
рН SypHer2, подвергали инкубации с цисплатином в течение 24 ч в присутствии или в отсутствие ДМТМ. Жизнеспособность клеток 
определяли методом окрашивания трипановым синим и проточной цитофлюориметрии с маркером апоптоза и витальным красите-
лем. Отклик сенсоров определяли отдельно в жизнеспособных клетках и в клетках в стадии раннего апоптоза.

Результаты. Установлено снижение процента жизнеспособных клеток при воздействии цисплатина, которое ингибируется до-
бавлением ДМТМ в инкубационную среду. Выявлено значительное увеличение содержания пероксида водорода в исследуемой 
культуре при воздействии цисплатина, в то время как при одновременной инкубации с цисплатином и ДМТМ значение было близко 
к контрольному. Наблюдаемая реакция характерна как для жизнеспособных, так и для апоптозных клеток.

Заключение. Доказаны протекторная роль ДМТМ и участие Н2О2 в гибели опухолевых клеток при воздействии цисплатина.
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The aim of the study is to sense the level of hydrogen peroxide (H2O2) in viable and apoptotic HeLa Kyoto cells under the action of 
cisplatin in presence of reactive oxygen species scavenger N,N’-dimethylthiourea (DMTU).

Materials and Methods. HeLa Kyoto cell line transfected with hydrogen peroxide sensor HyPer2 or pH sensor SypHer2 was 
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incubated with cisplatin for 24 h with or without DMTU. The viability of the cells was determined by trypan blue staining technique and flow 
cytometry with apoptosis marker and vital dye. The response of the sensors was determined in viable cells and in cells in early apoptosis 
separately.

Results. A decrease in the percentage of viable cells upon exposure to cisplatin inhibited by the addition of DMTU to the incubation 
medium was shown. A significant increase in H2O2 level in HeLa Kyoto cells was observed upon drug exposure, while incubation with 
cisplatin and DMTU simultaneously resulted in a value close to the control one. The observed reaction was typical for both viable and 
apoptotic cells.

Conclusion. The protective role of DMTU and the involvement of H2O2 in tumor cells death under the cisplatin action was proved.

Key words: HeLa Kyoto; fluorescent sensor; HyPer2; SypHer2; cisplatin; hydrogen peroxide; N,N’-dimethylthiourea.

Введение

Цисплатин — платиносодержащий химиотерапев-
тический препарат, успешно применяемый в лечении 
широкого ряда опухолей, таких как карциномы, лим-
фомы, саркомы, герминогенные опухоли и др. [1, 2].

Наряду с прямым действием на ДНК данный 
препарат вызывает образование активных форм 
кислорода (АФК), в том числе и пероксида водо-
рода (H2O2) [3, 4]. Среди АФК пероксид водорода 
представляет особый интерес в связи с данными 
об его участии в апоптозе опухолевых клеток. H2O2 
опосредует апоптоз путем ингибирования экспрес-
сии белка Bcl-2 [5], а также активации каспаз и экс-
прессии белка Bax [6–8]. Поэтому исследование 
возможной роли пероксида водорода в цисплатин-
индуцированном апоптозе опухолевых клеток с це-
лью разработки более безопасных и эффективных 
противо опухолевых препаратов является в настоя-
щее время перспективной задачей.

Исследование изменений внутриклеточного уров-
ня H2O2 сопряжено с рядом сложностей его изме-
рения. В последнее время разработаны специфи-
ческие флюоресцентные зонды, чувствительность 
которых к пероксиду водорода основана на его спо-
собности флюоресцировать при окислении. Однако 
эти зонды обладают рядом ограничений, связанных 
с низкой селективностью или необратимостью реак-
ции с H2O2 [9]. Данные недостатки отсутствуют у ге-
нетически-кодируемого сенсора HyPer. Этот сенсор 
на основе пероксидчувствительного домена Oxy-R 
и желтого флюоресцентного белка обладает высо-
кой селективностью и чувствительностью, прямой 
экспрессией в клетках и может быть направлен в 
различные субклеточные компартменты [10]. К на-
стоящему времени с использованием данного сен-
сора был исследован уровень пероксида водорода 
в трансфицированных опухолевых клетках при дей-
ствии химиотерапии [11], фотодинамической терапии 
[12], ростовых факторов [13], а также в макрофагах 
при фагоцитозе [14]. В этих работах для оценки ре-
акции сенсора была использована флюоресцентная 
микроскопия. Ранее нами был предложен новый под-
ход к изучению уровня пероксида водорода в клет-
ках, экспрессирующих HyPer, — на основе проточной 

цитофлюориметрии [15]. Такой подход позволяет 
оценить уровень H2O2 отдельно в жизнеспособных 
клетках и в клетках, проходящих стадию раннего 
апоптоза. Подход был апробирован при изучении 
механизмов клеточной гибели и отклика сенсора при 
воздействии цисплатина и блеомицина на опухоле-
вые клетки.

Для подтверждения связи активации сенсора с 
цисплатин-индуцированной клеточной гибелью необ-
ходимо искусственно снизить уровень H2O2 внутри 
клетки, что должно привести к отсутствию отклика 
сенсора и повышению процента жизнеспособных 
клеток при добавлении цисплатина. Для решения 
этой задачи в настоящей работе была использова-
на ловушка АФК N,N’-диметилтиомочевина (ДМТМ). 
ДМТМ является высокоэффективным поглотителем 
OH•, 1O2 [16, 17] и H2O2 [18] и снижает индуцирован-
ное H2O2 повреждение культивированных эндотели-
альных клеток [19], индуцированную цисплатином 
экспрессию фактора некроза опухоли-альфа (TNF-α) 
в макрофагах in vitro, а также предотвращает разви-
тие окислительного стресса, активацию р53 и, как 
следствие, апоптоза почечных и печеночных клеток in 
vivo [20–23]. Важным шагом является проведение экс-
периментов по исследованию цитотоксичности цис-
платина в условиях искусственного удаления H2O2 из 
клеток с использованием ДМТМ. Для подтверждения 
того, что при действии цисплатина ловушка вызывает 
снижение содержания H2O2 (в ряду других АФК), в на-
шей работе параллельно с цитотоксическими тестами 
его количество контролировалось при помощи специ-
фичного сенсора HyPer2. Такой подход обеспечивает 
возможность определения роли пероксида водорода 
в процессе цисплатин-индуцированной клеточной ги-
бели.

Цель исследования — оценка содержания перок-
сида водорода в жизнеспособных и апоптотических 
клетках HeLa Kyoto при воздействии цисплатина в 
условиях применения ловушки активных форм кисло-
рода — N,N’-диметилтиомочевины.

Материалы и методы
Клеточные линии. В работе использовались клет-

ки линии HeLa Kyoto — цервикальной карциномы че-

Уровень Н2О2 при действии N,N’-диметилтиомочевины и цисплатина
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ловека, трансфицированные цитоплазматическим 
сенсором HyPer2 (модификация HyPer с расширен-
ным диапазоном чувствительности) — HeLa Kyoto–
HyPer2. Сенсор обладает высокой чувствительностью 
к изменению уровня пероксида водорода в клетках 
[13], но, как и большинство флюоресцентных белков, 
является pH-чувствительным. Это обусловило необ-
ходимость контроля внутриклеточного рН, для чего 
параллельно была использована линия HeLa Kyoto, 
трансфицированная сенсором SypHer2 [24] — нечув-
ствительным к пероксиду водорода аналогом HyPer2. 
Клеточные линии были получены из Института биоор-
ганической химии им. академиков М.М. Шемякина и 
Ю.А. Овчинникова РАН (Россия).

Клетки культивировали в среде Игла в модифика-
ции Дульбекко — ДМЕМ («ПанЭко», Россия) с добав-
лением 2 мМ глутамина и 10% фетальной бычьей сы-
воротки (HyСlone, США) в CO2-инкубаторе при 37°C в 
увлажненной атмосфере с 5% содержанием CO2.

Окрашивание трипановым синим. Клетки вы-
саживали на 12-луночные планшеты в количестве 
1·105 клеток на лунку за сутки до эксперимента, затем 
подвергали воздействию цисплатина в концентрации 
16,6 мкM, соответствовавшей двукратному значе-
нию IC50 (концентрации, вызывающей ингибирова-
ние 50% клеток) [25], в присутствии или в отсутствие 
ДMTМ (Sigma-Aldrich, США) в концентрации 15 мM. 
Инкубацию проводили в течение 24 ч, после чего сре-
ду с клетками отбирали в центрифужные пробирки, с 
подложки клетки смывали холодным раствором на-
трий-фосфатного буфера (PBS) дважды и центрифу-
гировали в течение 5 мин на центрифуге Refrigerated 
Centrifuge 5810 (Eppendorf, Германия) при 900 об./мин. 
После центрифугирования клетки заливали раство-
ром PBS и добавляли 0,4% раствор трипанового си-
него в соотношении 1:1. Для подсчета окрашенных и 
неокрашенных клеток использовали камеру Горяева.

Проточная цитофлюориметрия с маркера-
ми апоптоза. Клетки высаживали на 12-луночные 
планшеты в количестве 1·105 клеток на лунку за сут-
ки до эксперимента, затем подвергали воздействию 
16,6 мкM цисплатина в присутствии или в отсутствие 
15 мM ДМТМ. Контролем служили клетки без воздей-
ствия цисплатина и/или ДМТМ. После 24 ч инкубации 
с препаратом среду с клетками отбирали в центри-
фужные пробирки, с подложки клетки смывали холод-
ным раствором PBS дважды. Клетки, осажденные 
центрифугированием, в течение 5 мин на центрифуге 
Refrigerated Centrifuge 5810 (Eppendorf, Германия) при 
900 об./мин заливали аннексинсвязывающим буфе-
ром в количестве 1,5·106 кл./мл; 1,5·105 клеток было 
перемещено в пробирки для проточной цитофлюори-
метрии.

Для анализа флюоресценции сенсоров в жизне-
способных клетках и клетках в стадии раннего апоп-
тоза был использован подход, предложенный нами 
ранее [15]. Данный подход позволяет одновремен-
ную оценку путей клеточной гибели и содержания 

пероксида водорода в каждой клетке с использова-
нием маркера на апоптоз Аннексина V, меченного 
фикоэритрином — ФЭ (ФЭ–Аннексин V), витального 
красителя 7-амино-актиномицина D (7-AAD) и сен-
сора на Н2О2. Для анализа путей клеточной гибе-
ли был использован набор PE Annexin V Apoptosis 
Detection Kit I (BD Biosciences, США). К каждой пробе 
было добавлено по 5 мкл ФЭ–Аннексина V и 7-AAD, 
после чего пробы перемешивали 1–2 с на центрифу-
ге-вортекс Microspin FV-2400 (BioSan, Латвия) и инку-
бировали в темноте при температуре 25°С в течение 
15 мин. По истечении данного времени пробы пе-
ремещали на холод, перед регистрацией флюорес-
ценции к клеткам добавляли по 400 мкл аннексин-
связывающего буфера. Изменение интенсивностей 
флюоресценции красителей и отклик генетически-
кодируемых сенсоров регистрировали при помощи 
проточного цитофлюориметра FACSCalibur (Becton 
Dickinson, США) с возбуждающим лазером 488 нм 
и тремя каналами регистрации с использовани-
ем фильтров 530/30 нм (флюоресценция HyPer2 и 
SypHer2, канал FL1), 585/42 нм (флюоресценция ФЭ–
Аннексина V, канал FL2), 670 LP (флюоресценция 
7-AAD, канал FL3). В каждой пробе анализу подвер-
гали по 1,5·104 клеток.

Обработка данных. При оценке жизнеспособ-
ности клеток методом окрашивания трипановым 
синим было проведено 5 экспериментов на клеточ-
ной линии HeLa Kyoto–HyPer2 и 3 эксперимента на 
клеточной линии HeLa Kyoto–SypHer2. Данные были 
обработаны при помощи программного обеспече-
ния Excel 2016 (Microsoft, США) и представлены в 
виде средних значений и стандартных отклонений. 
Для определения статистической значимости раз-
личий между группами использовали однофактор-
ный дисперсионный post-hoc анализ с критерием 
Бонферрони для множественных сравнений в про-
грамме Statistica 6.0 (StatSoft, США). Для расчета 
процента жизнеспособных клеток, клеток в стадии 
раннего апоптоза и мертвых клеток, а также медиан-
ных значений интенсивностей флюоресценции сен-
соров была использована программа BD CellQuest™ 
Pro Software (Becton Dickinson, США).

Результаты
Результаты окрашивания клеток HeLa Kyoto–

HyPer2 трипановым синим показали статистиче-
ски значимое снижение процента жизнеспособ-
ных клеток при воздействии цисплатина с 74,2±9,2 
до 29,1±15,6% (p<0,0001) по сравнению с контро-
лем (с необработанными цисплатином клетками) 
(рис. 1, а). Этот эффект не наблюдался и при добав-
лении в инкубационную среду ДМТМ одновремен-
но с цис платином, что приводило к статистически 
значимому (p<0,001) увеличению количества живых 
клеток до 71,5±13,2% по сравнению с клетками, об-
работанными только цисплатином. При этом следует 
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Рис. 1. Процент жизнеспособных клеток HeLa Kyoto–HyPer2 (а) и HeLa Kyoto–SypHer2 (б):
воздействие цисплатином в концентрации 16,6 мкM и/или ДМТМ в концентрации 15 мМ в течение 24 ч (результаты окра-
шивания трипановым синим); * — p<0,001; ** — p<0,0001; + — p<0,05; ++ — p<0,01
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отметить, что добавление ДМТМ к необработанным 
цисплатином клеткам не оказывало негативного воз-
действия на жизнеспособность данной клеточной 
линии — 77,7±8,1%.

Окрашивание клеток HeLa Kyoto–SypHer2 трипано-
вым синим (рис. 1, б) показало cхожие результаты: при 
добавлении цисплатина выявлялось статистически 
значимое снижение процента жизнеспособных кле-
ток с 82,5±7,3 до 26,5±17,6% (p<0,01) по сравнению 
с необработанными цисплатином клетками. В случае 
добавления ДМТМ к обработанным препаратом клет-
кам наблюдалось статистически значимое увеличе-
ние процента жизнеспособных клеток до 68,7±13,7% 
(p<0,05) по сравнению с обработанными только ци-
сплатином, что говорит о нивелировании ДМТМ эф-
фекта цисплатина.

Проведенная в дальнейшем проточная цитофлюо-
риметрия с окрашиванием клеток маркером апопто-
за и витальным красителем позволила выделить три 
популяции клеток: жизнеспособные клетки — отрица-
тельные по 7-AAD и ФЭ–Аннексину V; клетки в стадии 
раннего апоптоза — положительные по ФЭ–Аннексину 
V и отрицательные по 7-AAD; а также клетки в позд-
нем апоптозе или некрозе (мертвые клетки) — как по-
ложительные по обоим красителям, так и положитель-
ные по 7-AAD и отрицательные по ФЭ–Аннексину V 
(рис. 2, 3).

Проточная цитофлюориметрия показала, что до-
бавление цисплатина к клеткам линии HeLa Kyoto–
HyPer2 приводит к значительному увеличению числа 
мертвых клеток — с 17,7 до 73,6% (рис. 2,  а,  б), при 
этом не вызывает увеличения количества клеток, про-
ходящих стадию раннего апоптоза: 10,8% — в контро-
ле и 9,9% — при обработке только цисплатином. 
Количество жизнеспособных клеток при добавлении 
цисплатина уменьшается более чем на 50%: с 71,5 
до 16,6%. Одновременная инкубация клеток с циспла-

тином и ДМТМ приводит к увеличению процента жиз-
неспособных клеток с 16,6 до 76,8% (рис. 2, б, г), при 
этом в раннем апоптозе он изменяется незначительно 
и равен таковому в контроле. Обработка ДМТМ кле-
ток, не подвергшихся воздействию препарата, не ока-
зывает отрицательного влияния на жизнеспособность 
данной клеточной линии.

Окрашивание 7-AAD и ФЭ–Аннексином V контроль-
ной культуры HeLa Kyoto–SypHer2 показало схожие 
результаты (см. рис. 3): добавление ДМТМ к обрабо-
танным цисплатином клеткам вызывало увеличение 
процента жизнеспособных клеток с 11,9 до 61,8% и 
уменьшение процента клеток, проходящих стадию 
раннего апоптоза, с 24,4 до 8,1%. Обработка ДМТМ 
клеток, не подвергшихся воздействию препарата, так-
же не оказывала отрицательного влияния на жизне-
способность клеточной линии.

Использование маркера апоптоза и витального кра-
сителя позволило построить гистограммы флюорес-
ценции сенсоров HyPer2 и SypHer2 для всей популя-
ции клеток (рис. 4, а, б), а также отдельно для живых 
клеток (рис. 4, в, г) и клеток в стадии раннего апоптоза 
(рис. 4, д, е).

На гистограмме флюоресценции HeLa Kyoto–
HyPer2 (см. рис. 4,  а), построенной для всех клеток, 
можно отметить увеличение интенсивности флю-
оресценции обработанных цисплатином клеток по 
сравнению с контролем, которое снижается при 
добавлении ДМТМ. На подобных гистограммах, 
построенных для клеточной линии, содержащей 
SypHer2 (см. рис. 4,  б), отмечается снижение интен-
сивности флюо ресценции обработанных циспла-
тином клеток в сравнении с контрольными, необра-
ботанными клетками, при этом она возвращается к 
значениям флюоресценции контроль ных клеток в 
ответ на добавление ДМТМ. Часть популяции кле-
ток, отличающихся низкой интенсивностью флюо-
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Рис. 2. Распределение клеток HeLa Kyoto–HyPer2 по интенсивности флюоресценции 
7-AAD и ФЭ–Аннексина V:
а — без воздействия; б — после воздействия 16,6 мкM цисплатина; в — после воздействия 
15 мМ ДМТМ; г — после воздействия 16,6 мкM цисплатина и ДМТМ в концентрации 15 мМ; 
Инкубация в течение 24 ч; жизнеспособные клетки располагаются в левом нижнем квадранте; 
клетки, претерпевающие ранний апоптоз, — в правом нижнем квадранте; мертвые клетки — 
в левом и правом верхних квадрантах

ресценции сенсоров (примерно до 100 отн. ед., см. 
рис. 4, а, б), представляла собой погибшие клетки, 
хорошо окрашивающиеся 7-ААD, и не использова-
лась для анализа (данные не показаны). На гисто-
граммах, построенных для живых клеток и клеток в 
стадии раннего апоптоза, была выделена область 
для оценки медианного значения интенсивности 
флюоресценции сенсоров (М1). Это позволило 
оценить разницу во флюоресценции разных проб 
клеток.

У жизнеспособных клеток HeLa Kyoto–HyPer2 
(см. рис. 4, в, г) добавление ДМТМ приводило к не-
значительному снижению медианного значения 

интенсивностей флюоресценции сенсора с 221 до 
215 отн. ед., в то время как у жизнеспособных клеток, 
содержащих SypHer2, это вызывало незначитель-
ный рост медианного значения интенсивности с 389 
до 414 отн. ед. Добавление цисплатина к клеткам, 
содержащим HyPer2, приводило к двукратному уве-
личению медианного значения интенсивности флюо-
ресценции — до 461 отн. ед., в то время как у линии 
клеток, несущих SypHer2, инкубация с цисплатином 
вызывала снижение медианного значения интен-
сивности до 300 отн. ед. Добавление ДМТМ одно-
временно с цисплатином вызывало уменьшение ме-
дианного значения интенсивности флюоресценции 
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сенсора HyPer2 до 235 отн. ед., однако для SypHer2 
такого снижения не наблюдалось (453 отн. ед.). 
В обоих случаях характер пика флюоресценции 
у проб с добавлением ДМТМ подобен таковому у 
контрольных клеток.

В популяциях клеток, проходящих стадию раннего 
апоптоза, у обеих линий (см. рис. 4, д, е) добавление 
ДМТМ вызывало уменьшение медианного значения 
интенсивности флюоресценции. Добавление циспла-
тина к клеткам HeLa Kyoto–HyPer2 вызывало уве-
личение медианного значения почти вдвое — с 170 
до 331 отн. ед., в то время как такое же добавление 
препарата к клеткам HeLa Kyoto–SypHer2 приводило 

к значительному снижению медианного значения ин-
тенсивности — с 422 до 294 отн. ед. Одновременная 
инкубация с ДМТМ и цисплатином вызывала умень-
шение медианного значения интенсивности флюо-
ресценции ниже медианных значений клеток, об-
работанных только цисплатином. Данный эффект 
наблюдался как у клеточной линии HeLa Kyoto–
HyPer2 — 160 отн. ед., так и у линии HeLa Kyoto–
SypHer2 — 198 отн. ед.

Следует отметить, что пики всех проб клеток, под-
вергшихся одновременной инкубации с ДМТМ и ци-
сплатином, имеют схожий характер с пиками проб кле-
ток, обработанных лишь ДМТМ.

Контроль Цисплатин

Интенсивность флюоресценции  
ФЭ–Аннексина V, отн. ед.
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Рис. 3. Распределение клеток HeLa Kyoto–SypHer2 по интенсивности флюоресценции 
7-AAD и ФЭ–Аннексина V:
а — без воздействия; б — после воздействия 16,6 мкM цисплатина; в — после воздействия 
15 мМ ДМТМ; г — после воздействия 16,6 мкM цисплатина и ДМТМ в концентрации 15 мМ; 
Инкубация в течение 24 ч; жизнеспособные клетки располагаются в левом нижнем квадранте; 
клетки, претерпевающие ранний апоптоз, — в правом нижнем квадранте; мертвые клетки — в 
левом и правом верхних квадрантах
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Рис. 4. Гистограммы флюоресценции HyPer2 (а, в, д) и SypHer2 (б, г, е) при действии цисплатина  
и/или ДМТМ, построенные для различных клеточных популяций:
а, б — для всех клеток; в, г — для жизнеспособных клеток; д, е — для клеток в стадии раннего апоптоза; 
выделение клеточных популяций проведено на основе распределения клеток по интенсивности флюорес-
ценции 7-AAD и ФЭ–Аннексина V, приведенного на рис. 2, 3; M1 — область оценки медианного значения 
интенсивности флюоресценции сенсоров

контроль                     ДМТМ                     цисплатин                       цисплатин + ДМТМ
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Обсуждение

Анализ диаграмм клеток HeLa Kyoto–HyPer2 и HeLa 
Kyoto–SypHer2 после окрашивания трипановым си-
ним (см. рис. 1) показал, что реакции обеих клеточных 
линий на добавление цисплатина и/или ДМТМ имеют 
схожий характер: инкубация в течение 24 ч с 16,6 мкM  
цисплатина приводит к гибели около 50% клеток. Это 
действие препарата можно нейтрализовать добавле-
нием в инкубационную среду 15 мМ ДМТМ. Ловушка 
АФК ДМТМ, добавленная к цисплатину, значительно 
повышает выживаемость обработанных препаратом 
клеток, свидетельствуя о том, что увеличение уров-
ня внутриклеточных АФК опосредует вызываемую 
цисплатином гибель опухолевых клеток. Добавление 
только ДМТМ к клеткам не вызывает существенных 
изменений жизнеспособности.

Распределение клеток обеих клеточных линий 
по интенсивности флюоресценции 7-AAD и ФЭ–
Аннексина V (см. рис. 2, 3) также свидетельствует о 
схожести их реакций на цисплатин, доказывая, что от-
личия в строении сенсоров влияют незначительно на 
функциональное состояние клеток. Следует отметить, 
что у обеих клеточных линий погибающие клетки в по-
давляющем большинстве сначала перемещались из 
области, характерной для живых клеток, в область ди-
аграммы, характерную для раннего апоптоза, а лишь 
затем поднимались в область мертвых клеток. Это 
свидетельствует о том, что вызванная цисплатином ги-
бель идет в большей степени по пути апоптоза, а не 
некроза. Подобные результаты — инициация апопто-
за в опухолевых клетках под воздействием циплати-
на — были получены ранее в ряде исследований [4, 
21, 26]. Также имеются работы, в которых обработка 
цисплатином приводила к некрозу или апоптозу и не-
крозу одновременно в одной и той же популяции опу-
холевых клеток [27, 28]. Существует предположение, 
что в зависимости от уровня повреждения клеток, выз-
ванного цисплатином, некроз может возникать либо 
непосредственно, либо как следствие незавершенной 
или дефектной апоптотической программы [29–32]. 
При цитофлюориметрии, так же как и при окрашивании 
трипановым синим, выявлено значительное увеличе-
ние количества жизнеспособных клеток при добавле-
нии в инкубационную среду ДМТМ одновременно с 
цисплатином. Поскольку добавление ДМТМ приводило 
к значительному снижению доли мертвых клеток и не 
увеличивало при этом процент клеток в стадии раннего 
апоптоза, можно сделать вывод о протекторной роли 
ДМТМ в отношении клеток, обработанных цисплати-
ном. Полученные результаты согласуются с работами 
других исследователей, показывающими способность 
ДМТМ уменьшать накопление синглетного кислорода, 
гидроксильного радикала [17], Н2О2 [18] и блокиро-
вать активацию белка p53, что приводит к ослаблению 
продукции p53-зависимого модулятора апоптоза аль-
фа (PUMA-α) и подавлению митохондриального пути 
апоптоза во время лечения цисплатином [16, 21].

Использование специфичного сенсора HyPer2 по-
зволяет оценить вклад Н2О2 в ряду других АФК в про-
цесс гибели опухолевых клеток при воздействии ци-
сплатина.

Отмеченное на гистограммах флюоресценции 
HyPer2 увеличение интенсивности флюорес цен - 
ции обработанных цисплатином клеток по сравнению 
с контролем и отсутствие такого повышения в экспе-
риментах на клетках с SypHer2 (см. рис. 4) свидетель-
ствует о значительном повышении количества Н2О2 
как в жизнеспособных, так и в апоптозных клетках. 
В ряде работ [4, 5, 33] было показано, что накопление 
внутриклеточного Н2О2 в значительной степени спо-
собствует усиленному апоптозу, хотя и не исключает 
другие механизмы его инициации.

Так, например, Н2О2, как и ряд других АФК, являю-
щихся важными компонентами клеточной сигнализа-
ции, может вызвать и повреждение ДНК [33]. Следует 
обратить внимание, что инкубация с цисплатином 
клеток HeLa Kyoto–SypHer2 не только не повышает, 
но даже приводит к снижению флюоресценции сен-
сора. Поскольку сенсор SypHer2 чувствителен к из-
менениям pH, как и HyPer2, но, в отличие от него, не 
чувствителен к изменениям уровня Н2О2, а реакции 
сенсоров разнонаправлены, то видимое увеличе-
ние флюоресценции чувствительного к Н2О2 сенсора 
было частично ослаблено внутриклеточными измени-
ями pH. Добавление ДМТМ к обработанным циспла-
тином клеткам приводит к снижению уровня Н2О2 до 
соотносимых с контролем значений, при этом вырав-
нивает pH внутри клетки. Следует также учесть, что, 
поскольку ДМТМ в основном захватывает гидроксиль-
ный радикал, мы можем наблюдать опосредованную 
реакцию, вызванную удалением предшественника пе-
роксида водорода.

Заключение
В данной работе доказано участие Н2О2 в ответе 

опухолевых клеток HeLa Kyoto на цитотоксическое 
воздействие цисплатином. Удаление Н2О2, вызванное 
присутствием ловушки АФК ДМТМ, приводит к зна-
чительному росту жизнеспособности обработанных 
цисплатином клеток, соизмеримому с жизнеспособно-
стью клеток, не подвергшихся воздействию препарата. 
Вызываемая цисплатином гибель связана в первую 
очередь с активацией апоптозного пути, инициирован-
ного увеличением количества АФК, в том числе Н2О2.
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