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процесс, протекающий в течение нескольких минут. Соот-
ветственно, кинетика окисления HyPer в течение первых 
10—15 мин после индукции стресса отражает не скорость 
транспорта пероксида, а установившуюся внутриклеточ-
ную концентрацию Н2О2 и функциональную активность 
ферментативных систем, восстанавливающих биосенсор.

Использование HyPer позволило нам одновременно 
количественно оценить два основных параметра: цито-
плазматическую концентрацию Н₂О₂, устанавливающуюся 
после добавления к клеткам К‑562 экзогенной перекиси, 
и константу скорости восстановления HyPer. Такой под-
ход дал возможность в едином экспериментальном фор-
мате оценить эффективность пероксидазной активности 
и Trx-зависимую дисульфидредуктазную активность, 
а также проследить, как эти параметры изменяются при 
подавлении Trx. Наши данные показали, что при слабом 
внешнем H2O2-индуцированном стрессе клетки K‑562 
с нокдауном TXN1 накапливали существенно больше H2O2, 
чем контрольные клетки. При этом, по мере увеличения 
внешней концентрации перекиси разница между уста-
новившимися концентрациями внутриклеточной H2O2 
в обработанных siRNA и контрольных клетках уменьша-
лась, и при интенсивном стрессе уровни H2O2 в клетках 
с нормальной и пониженной активностью Trx оказались 
практически одинаковыми. Эти результаты указывают 
на то, что при слабых внешних окислительных нагрузках 
Trx играет важную роль в поддержании низкого внутрикле-
точного содержания перекиси, тогда как при интенсивном 
окислительном стрессе его вклад практически исчезает.

В условиях нокдауна Trx мы также наблюдали устой-
чивое снижение константы восстановления HyPer — вне 
зависимости от интенсивности стресса. Это подтверждает, 
что цитоплазматический HyPer, аналогично Prx, восста-
навливается преимущественно с участием системы Trx/
TrxR, и альтернативные пути восстановления не могут 
полностью скомпенсировать дефицит Trx. Снижение 
активности Trx приводит к однозначному падению дис-
ульфидредуктазной емкости клетки независимо от уровня 
внешней H2O2, указывая на прямую зависимость процесса 

восстановления белковых дисульфидов от наличия Trx. 
В частности, Prx часто называют тиоредоксин-перок-
сидазами именно потому, что их окисленные дисуль-
фидные формы эффективно восстанавливаются только 
при помощи Trx.

Полученные нами данные хорошо согласуются с ранее 
предложенной моделью утилизации перекиси (Tomalin 
et al., 2016), которая позволяет объяснить, почему при 
интенсивном H2O2-индуцированном окислительном 
стрессе исчезают различия в эффективности антиок-
сидантной защиты между клетками с нормальной экс-
прессией и с нокдауном TXN1. Согласно упомянутой 
модели, проиллюстрированной с помощью дрожжевых 
клеток (Tomalin et al., 2016), основную роль при слабом 
окислительном стрессе играет весь тиол-содержащий 
Trx-зависимый протеом клетки, который функционирует 
как буферный тиоловый «резервуар». В этих условиях 
многочисленные белковые тиолы, восстанавливаемые 
Trx, способны эффективно «перехватывать» и связы-
вать H2O2 за счет массового образования дисульфидных 
связей. Prx, по всей видимости, являются лишь частью 
этого буферного белкового пула. Trx-зависимая система 
поддерживает этот пул в восстановленном состоянии, 
обеспечивая высокую пероксидазную емкость цитозо-
ля в условиях слабого окислительного стресса. По мере 
увеличения интенсивности окислительного стресса этот 
редокс-активный пул белков постепенно окисляется 
и истощается, и Trx-зависимая дисульфидредуктазная ак-
тивность перестает играть основную роль. В условиях ин-
тенсивного стресса может увеличиваться значение GSH/
GR системы, что объясняет выравнивание уровней H2O2 
в клетках с нормальной и сниженной активностью Trx.

Таким образом, наши результаты указывают, что Trx, 
являясь частью системы Trx/TrxR, обеспечивает пер-
вичную линию антиоксидантной защиты цитоплазмы 
клеток K‑562 при слабом H2O2-индуцированном стрессе. 
При высоких внешних концентрациях перекиси ее вклад 
ослабевает вследствие истощения восстановленного ре-
докс-активного пула белков.
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