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ОСОБЕННОСТИ HyPer, КОТОРЫЕ 
НЕОБХОДИМО УЧИТЫВАТЬ  

ПРИ ПРОВЕДЕНИИ КОЛИЧЕСТВЕННЫХ 
ОЦЕНОК ВНУТРИКЛЕТОЧНОГО УРОВНЯ 

Н2О2

Используя HyPer для оценки внутриклеточно-
го или внутрикомпартментного содержания Н2О2, 
необходимо помнить, что флуоресцентный сигнал 
биосенсора зависит от внутриклеточного показателя 
рН (Bilan, Belousov, 2016). Рекомендуется проводить 
контрольные эксперименты с редокс-неактивной 
версией биосенсора SypHer, которая отличается 
от HyPer всего одной аминокислотной заменой. 
Благодаря этой замене химерный белок теряет свою 
чувствительность к Н2О2, но сохраняет все свои ос-
новные особенности, в том числе и рН-чувстви-
тельность.

Помимо этого, стоит учитывать, что параметр, 
оцениваемый с помощью описанных в обзоре мето-
дов (уровень Н2О2), представляет собой усредненную 
по времени и пространству величину, характеризую-
щую внутриклеточный или внутрикомпартментный 
редокс-гомеостаз в целом, но не дающую представле-
ния о локальных процессах генерации и элиминации 
пероксида в конкретные моменты времени.

Наконец, стоит иметь в виду, что серьезной про-
блемой при проведении количественных измерений 
уровня Н2О2 с помощью HyPer является недоста-
точно точная оценка константы его взаимодействия 
с пероксидом, которая основана преимущественно 
на экспериментах с его белком-прародителем OxyR 
(Zheng et al., 1998; Lee et al., 2004). Дальнейшая ра-
бота по определению этого параметра необходима 
для проведения более аккуратных количественных 
тестов на внутриклеточное содержание Н2О2 с ис-
пользованием HyPer. Уточнение константы вза-
имодействия биосенсора с Н2О2 может привести 
в будущем к коррекции уже полученных с помощью 
HyPer количественных оценок.

В заключении обзора хотелось бы обсудить еще 
один важный аспект — перспективы использова-
ния для количественных оценок уровня Н2О2 новой 
модификации биосенсора, HyPer7, отличающейся 
высочайшей чувствительностью к Н2О2 (Pak et al., 
2020). Высокая константа скорости реакции HyPer7 
с пероксидом (которая на два порядка превышает па-
раметры первой версии HyPer) позволяет надеяться, 
что измерению будут доступны уровни Н2О2, инду-
цируемые окислительными возмущениями не только 
экзогенной, но и эндогенной природы. Так, явление, 
которое до сих пор не охарактеризовано с точки зре-
ния количественного определения уровня Н2О2 — это 

индукция физиологического окислительного стресса 
при стимуляции клеток ростовыми факторами. Ис-
пользование HyPer7 может оказаться гораздо более 
эффективным при проведении подобных экспери-
ментов, чем использование HyPer. Помимо высокой 
чувствительности к Н2О2, флуоресцентный сигнал 
HyPer7 является рН-независимым, что обеспечит 
дополнительные преимущества при изучении этого 
явления. Мы надеемся, что в ближайшем будущем 
появятся работы, реализующие эту возможность.

ВЫВОДЫ

Использование генетически кодируемого биосен-
сора HyPer предоставляет широкие возможности для 
проведения количественных оценок внутриклеточной 
и внутрикомпартментной концентрации перекиси 
водорода в живых клетках. Определение содержания 
Н2О2 может быть использовано для ранжирования 
диапазона физиологических и повреждающих кон-
центраций Н2О2 в клетках, оценки эффективности 
систем антиоксидантной защиты разного типа кле-
ток и отдельных клеточных компартментов в норме 
и патологии, а также для идентификации молекуляр-
ных механизмов защиты клеток от окислительного 
стресса.
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GENETICALLY ENCODED BIOSENSOR HyPer AS A TOOL  
FOR QUANTIFICATION OF INTRACELLULAR HYDROGEN PEROXIDE 

CONCENTRATIONS
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This mini-review systematizes information on methods for quantitative assessment of intracellular hydrogen 
peroxide concentration based on the use of a genetically encoded peroxide sensor HyPer. Two approaches 
are being considered: 1) calibration of the biosensor using exogenous hydrogen peroxide, based on assessing 
the rate of peroxide penetration into cells and intracellular peroxidase activity; 2) direct determination of 
the intracellular peroxide content, based on measuring the level of oxidation of the biosensor, the oxidation 
reaction constant and the reduction reaction constant of HyPer in the cells. The use of these methods makes 
it possible to solve a wide range of tasks in cellular redox biology — to determine the range of physiological 
and damaging concentrations of hydrogen peroxide in cells, to evaluate the effectiveness of the antioxidant 
defense system in various cellular compartments under conditions of oxidative stress, to determine the 
contribution of various enzymatic systems to the peroxidase activity of cells, and to characterize antioxi-
dant defense systems in various biological contexts (in  the process of cellular senescence, differentiation, 
reprogramming, during the development of pathologies). The described methods can be adapted for other 
genetically encoded hydrogen peroxide biosensors.
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