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Химиотерапия опухолей, как хорошо известно, 
может приводить к развитию ряда побочных эф-
фектов. Гораздо менее изучено возникновение вто-
ричных инфекций, вызванных патогенами, устой-
чивость которых к антимикробным средствам 
обусловлена мутагенным действием противоопу-
холевых средств.

Многие штаммы возбудителей становятся устой-
чивыми не только к антибиотикам, но и ко многим 
химиотерапевтическим средствам, т.е. приобрета-
ют множественную лекарственную устойчивость. 
Такие бактерии, например метициллин-резистент-
ный золотистый стафилококк (MRSA), устойчивы 
и к дезинфицирующим средствам, что делает их 
особо опасными [1, 2].

Устойчивость к антибиотикам может возникать 
под действием не только самих антибиотиков, но 

и любых средств, обладающих генотоксической 
активностью. Излечивая с их помощью первич-
ные заболевания, пациент рискует получить ос-
ложнения в виде возникновения и распростране-
ния резистентной микрофлоры. К таким средствам 
относятся, в частности, широко применяемые в те-
рапии опухолей препараты на основе соединений 
платины.

Мутагенное действие препаратов платины и его 
механизмы детально описаны [3], однако мутации, 
возникающие в метагеноме микрофлоры пациента, 
до сих пор недостаточно изучены.

Чтобы изучить генотоксичность двух препаратов 
на основе платины – цисплатина и оксалиплати-
на – и оценить ее связь с окислительным стрессом, 
мы использовали бактериальные биосенсоры, реа-
гирующие на окислительный стресс и повреждения 

DOI: ...

Ключевые слова: цисплатин, оксалиплатин, SOS-ответ, антибиотикорезистентность, активные фор-
мы кислорода, антиоксиданты

Применение противоопухолевых средств на основе платины сдерживается не только вызываемыми 
ими побочными эффектами, но и влиянием на метагеном микрофлоры больного. Обладающие му-
тагенными и генотоксическими свойствами препараты могут вызывать мутации у патогенных ми-
кроорганизмов, способствуя возникновению у них устойчивости к антимикробным средствам и раз-
витию осложнений после химиотерапии. Влияние цисплатина и оксалиплатина на микроорганизмы 
изучено с использованием биосенсоров – штаммов Escherichia coli MG1655 pKatG-lux (на пероксид 
водорода), pSoxS-lux (на супероксидный анион-радикал) и pColD-lux (на повреждения ДНК). Био-
сенсорный тест выявил высокую генотоксичность обоих препаратов и некоторые различия в спектре 
генерируемых ими активных форм кислорода. Показано, что аскорбиновая кислота снижает гено-
токсичность цисплатина на 41%. Нелетальные дозы цисплатина в 3–7 раз увеличивали частоту мута-
ций устойчивости к рифампицину и ципрофлоксацину у E. coli. Аскорбат снижал уровень индуциро-
ванного мутагенеза на 65%. По-видимому, действие этих препаратов связано с генерацией активных 
форм кислорода и индукцией SOS-ответа. Риск вторичных инфекций, осложненных антибиотикоре-
зистентностью микроорганизмов, может быть снижен с помощью антиоксидантных и антимутаген-
ных препаратов, однако при этом необходимо учитывать и степень возможного снижения их проти-
воопухолевой активности.
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ДНК. Эту методику ранее успешно применяли при 
изучении про- и антиоксидантных свойств различ-
ных соединений [4], а также механизмов действия 
физических факторов [5]. Принципиальная воз-
можность определения генотоксичности препара-
тов платины в аналогичном тесте показана наши-
ми коллегами из ГосНИИ Генетика [6].

Мы использовали биосенсоры, реагирующие на 
активные формы кислорода (АФК), чтобы выяс-
нить возможные специфические особенности дей-
ствия двух препаратов.

Концентрации препарата, подобранные с по-
мощью биосенсорного теста, были использованы 
в экспериментах по индуцированному мутагенезу.

В качестве потенциального протективного сред-
ства использовали аскорбиновую кислоту, антиму-
тагенная активность которой была показана ранее 
на эукариотических клетках [7].

ЭКсПЕРИМЕНТАЛЬНАя ЧАсТЬ

Биосенсорный тест. Экспрессию индуцируемых 
стрессом оперонов анализировали в рекомбинант-
ных штаммах Escherichia coli MG 1655 (pSoxS-lux), 
MG1655 (pKatG-lux), MG1655 (pColD-lux), содер-
жащих плазмиды с опероном luxCDABE фотобак-
терии Photorhabdus luminescens под контролем про-
моторов Е. coli. Биосенсоры с промоторами PkatG 
и PsoxS позволяют регистрировать экспрессию 
оперонов, связанных с защитой от образования 
в клетке гидроперекисей и супероксидного ани-
он-радикала соответственно. Биосенсор с плазми-
дой pColD фиксирует присутствие в клетке факто-
ров, вызывающих индукцию SOS-ответа [8].

Бактерии культивировали в жидкой среде LB 
при 37ос до достижения ранней или средней лога-
рифмической фазы. Ночную культуру разбавляли 
свежей средой до плотности 0.01–0.1 ед. Мак-Фар-
ланда (3 × 107–3 × 106 клеток/мл).

Измерения проводили при помощи денситоме-
тра DEN-1B “Biosan” (Латвия). Затем суспензию 
подращивали в течение 2 ч до ранней логарифми-
ческой фазы. Аликвоты этой культуры (90 мкл) 
переносили в стерильные ячейки планшета и до-
бавляли в них по 10 мкл раствора препарата в де-
ионизированной воде (кроме контрольных ячеек). 
В контрольные ячейки добавляли 10 мкл деио-
низированной воды. После обработки планшет 
с пробами помещали в люминометр и инкубиро-
вали при 37 °C. Интенсивность биолюминесцен-
ции измеряли каждые 10 мин, используя микро-
планшетный люминометр LM-01Т “Immunotech 

сo.” (Латвия). И в жидкую, и в твердую среду до-
бавляли антибиотик ампициллин (100 мкг/мл).

Аскорбиновую кислоту (“Люми”, Россия) ис-
пользовали в конечной концентрации 1 мг/л.

Мутагенез. В качестве индукторов мутагенеза 
использовали препараты на основе платины в кон-
центрациях, подобранных в биосенсорном тесте 
на генотоксичность. Для всех штаммов микроорга-
низмов использовали протокол, описанный ниже.

Ночную культуру микроорганизмов инкубиро-
вали при 37

 
°C в присутствии индуктора мутагене-

за в течение 18–20 ч.
В контрольную пробирку добавляли 900 мкл пита-

тельной среды LB, 100 мкл стерильного физиологи-
ческого раствора. В опытную – 900 мкл питательной 
среды LB, 100 мкл раствора индуктора в стерильном 
физиологическом растворе в нужной концентрации. 
Культуру клеток переносили в подготовленные про-
бирки с чашек Петри. Через 18 ч плотность культуры 
доводили до 1–2 ед. Мак-Фарланда (3–6 × 108 КОЕ) 
свежей средой LB. Оптическую плотность раствора 
измеряли с помощью денситометра DEN-1B. На сле-
дующем этапе готовили серию разведений культу-
ры 1: 10 в физиологическом растворе (принимая оп-
тическую плотность первоначальной культуры за 1).

На чашки Петри с агаризованной средой LB вы-
севали 100 мкл культуры с добавлением и без до-
бавления антибиотика согласно стандартной ме-
тодике [9]. Через 48 ч проводили подсчет колоний.

Статистическая обработка. Коэффициент индук-
ции (КИ) ответа биосенсоров (Is) рассчитывали по 
формуле: Is = (Le /Lk) – 1, где

Le – интенсивность свечения в эксперименталь-
ной лунке, Lk  – интенсивность свечения в кон-
трольной лунке.

Протективный эффект (P,%) рассчитывали по 
формуле:

P = (1 – (Ia/Ip)) × 100%, 

где Ia и Ip – КИ SOS-ответа биосенсоров без и при 
протективном воздействии [10].

Для значений протективной активности подсчи-
тывали 95-ный доверительный интервал

P t
s

n
P t

s

n
; .кр кр− × + ×









 

Cтатистическую значимость определяли при по-
мощи t-критерия стьюдента. Все значения КИ выше 
1.5 считали статистически значимыми. Каждый опыт 
проводили не менее чем в повторностях.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИссЛЕДОВАНИя

Определение активности препаратов 
платины на Lux-биосенсорах

Показано, что цисплатин индуцирует в клетках 
E. coli экспрессию Rec-оперона и генов ColD, т.е. 
запускает механизм SOS-репарации.

с использованием биосенсоров были опреде-
лены нелетальные и максимально эффективные 
дозы препаратов, которые могут обладать наиболь-
шим мутагенным действием.

В биосенсорном тесте обнаружена высокая ге-
нотоксическая активность цисплатина (рис. 1) 
и незначительная индукция им супероксидного 
анион-радикала (максимальное значение КИ 1.04 
при концентрации цисплатина 5 мг/мл) при отсут-
ствии статистически значимого образования пе-
роксида водорода.

В биосенсорном тесте с ColD-lux-штаммом ок-
салиплатин проявил сходную активность (рис. 2), 
тогда как в тесте со штаммом KatG-lux-его актив-
ность была значительно выше, чем у цисплатина 
(рис. 3).

Снижение генотоксичности препаратов 
платины под действием аскорбата

Показано, что в использованной нами модельной 
системе аскорбат снижает действие препаратов пла-
тины. В случае цисплатина и оксалиплатина протек-
тивный эффект аскорбата в концентрации 1 мг/мл 
достигал 41.34 и 86.37% соответственно (рис. 4).
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Рис. 1. Индукция штамма E. coli MG1655 (ColD-lux) 
цисплатином в концентрации 0.005—50 мг/мл. Мак-
симальный коэффициент индукции 95.9. 
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Рис. 2. Индукция E. coli MG1655 (ColD-lux) оксали-
платином в концентрации 0.0005–5 мг/мл. Макси-
мальное значение коэффициента индукции 54.85. 
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Рис. 3. Индукция E. coli MG 1655 (KatG-lux) оксали-
платином в концентрации 0.00001–1 мг/мл. Макси-
мальный коэффициент индукции 31.9. статистически 
значимая индукция Sox-lux-штамма не обнаружена. 
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Рис. 4. Протективный эффект аскорбата (1 мг/мл) в 
клетках, обработанных цисплатином и оксалиплати-
ном, по данным теста с биосенсором E. coli MG1655 
(pColD-lux). 
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Цисплатин увеличивает частоту мутаций 
устойчивости к антибиотикам

Установлено, что подобранные с помощью био-
сенсорного теста нелетальные для исследован-
ных штаммов дозы цисплатина вызывают у E. coli 
MG 16553–7-кратное увеличение частоты мутан-
тов, устойчивых к рифампицину и ципрофлокса-
цину. Диоксидин и цисплатин в 2–5 раз повыша-
ют частоту мутаций устойчивости к азитромицину 
в клетках Bacillus amyloliquefaciens B-1895, и в 2 и 3 
раза – частоту мутантов, устойчивых к рифампи-
цину в штамме E. coli АТсс 25922 соответственно.

Цисплатин индуцировал значительное увели-
чение числа резистентных к рифампицину кле-
ток (таблица), причем в концентрации 50 мг/мл 
в 5.8 раза более эффективно, чем в концентрации 
25 мг/мл.

Наблюдали также повышение частоты мутан-
тов, устойчивых к ципрофлоксацину, по сравне-
нию с частотой спонтанного мутагенеза. Циспла-
тин увеличивал частоту мутагенеза в среднем в 3 
раза (опыт проведен на двух штаммах E. coli).

сходный эффект получен и у грамположитель-
ных бактерий. Так, цисплатин индуцировал уве-
личение в 1.7 раза частоты возникновения рези-
стентности к азитромицину у B. amyloliquefaciens 
B-1895 по сравнению со спонтанным мутагенезом 
(таблица).

Аскорбат снижает уровень мутагенеза, 
индуцированного цисплатином

В использованной нами модельной системе до-
бавление аскорбата в концентрации 1 мг/л снижа-
ло уровень как спонтанного, так и индуцированно-
го цисплатином мутагенеза (рис. 5). Выживаемость 
клеток при этом не изменялась.

снижение уровня спонтанных мутаций под 
действием аскорбата можно объяснить повыше-
нием антиоксидантной защиты. Окислительный 
стресс способен активировать процессы, лежащие 

в основе мутагенеза, что нивелируется присутстви-
ем мощного антиоксиданта – аскорбата. Этим же 
можно объяснить и снижение уровня мутагене-
за при комбинированной обработке аскорбатом 
и цисплатином.

В случае оксалиплатина статистически значимо-
го снижения уровня мутагенеза не обнаружено.

ОБсУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Цисплатин  – противоопухолевый препарат, 
который обеспечивает формирование внутрице-
почечных N7-аддуктов между соседними остатка-
ми пуринов в молекулах ДНК Цитотоксическое 
действие цисплатина обусловлено индукцией 
программируемой клеточной смерти (апоптоза) 
[11–13].

Оксалиплатин (оксиплат) – препарат нового по-
коления, часто применяемый в качестве альтерна-
тивы цисплатину, представляет собой комплекс 
платины с оксалатом и 1,2-диаминоциклогексаном, 

Таблица. Увеличение частоты мутаций устойчивости к антибиотикам в клетках бактерий под действием цисплатина

Клетки Антибиотик спонтанный 
мутагенез

Цисплатин,
50 мг/мл

E. coli MG1655 Рифампицин 9.73 × 10–7 1211.00 × 10–7

E. coli MG1655 Ципрофлоксацин   10 × 10–4         37 × 10–4

E. coli АТсс 25922 Ципрофлоксацин  6.5 × 10–8      20.7 × 10–8

B. amyloliquefaciens B-1895 Азитромицин  7.8 × 10–7    13.34 × 10–7
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Рис. 5. Количество клеток E. coli MG 1655, резистент-
ных к рифампицину, при внесении в культуру физио-
логического раствора (контроль) (1), аскорбата 1 мг/л 
(2), цисплатина 50 мг/мл (3), цисплатина и аскорбата 
в указанной концентрации (4). 
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который вызывает формирование платиновых вну-
трицепочечных сшивок, что приводит к остановке 
клеточного цикла и гибели клеток. Оксалиплатин 
подвергается биотрансформации с образованием 
водных производных, взаимодействующих с ДНК 
и нарушающих ее синтез. Побочные эффекты 
у этого препарата менее выражены, чем у циспла-
тина [14, 15].

Действие оксалиплатина сходно с действием 
цисплатина, однако существует и ряд важных от-
личий. Так, эти препараты по-разному взаимодей-
ствуют с системой репарации мисматчей (ММР). 
Аддукты цисплатина распознаются этой системой, 
запуская с-Abl/p73-путь апоптоза, тогда как аддук-
ты оксалиплатина системой ММР не распознают-
ся, по-видимому, из-за неполярности диаминоци-
клогексанового кольца [15].

Широкий спектр побочных эффектов, а так-
же сильное генотоксическое и мутагенное дей-
ствие сильно ограничивают применение циспла-
тина [11–13]. Повреждение ДНК, индуцированное 
цисплатином, может привести к образованию вто-
ричных опухолей спустя годы после проведения 
химиотерапии [13]. Кроме того, возможно появ-
ление мутаций, приводящих к устойчивости как 
к цисплатину, так и другим лекарственным сред-
ствам [12].

Помимо прямого взаимодействия с ДНК и об-
разования аддуктов, мутагенные и цитотоксиче-
ские свойства цисплатина могут реализоваться 
путем индукции окислительного стресса и обра-
зования АФК как прямо, так и косвенно [16–18]. 
Это мнение подтверждается, в том числе и тем, 
что некоторые антиоксиданты, в частности аскор-
бат [19], способны снижать мутагенный потенци-
ал цисплатина.

Окислительный стресс играет роль и в реализа-
ции эффектов оксалиплатина [17]. Показано, что 
природные антиоксиданты силибинин и α-токо-
ферол снижают нейротоксичность как оксалипла-
тина, так и цисплатина [20].

Как можно видеть из представленных данных, 
спектр и интенсивность образования АФК двумя 
препаратами платины различаются. Цисплатин не 
проявил активности в опытах с биосенсором, ре-
агирующим на пероксид водорода, показал сла-
бую активность в опытах с биосенсором, реаги-
рующим на супероксидный анион-радикал, тогда 
как оксалиплатин, напротив, вызывал экспрессию 
соответствующего оперона KatG-lux-штамма, де-
монстрируя способность к образованию перокси-
да водорода. Поскольку именно с АФК связывают 
ряд побочных эффектов этих препаратов, можно 

предположить существование различий в механиз-
мах развития побочных эффектов.

По-видимому, у бактерий вклад АФК в мутаге-
нез, вызванный цисплатином, не так значителен, 
как в клетках эукариот.

Поскольку самые высокие значения КИ для 
обоих препаратов получены в опытах с биосен-
сорным штаммом, реагирующим на повреждения 
ДНК, можно предположить, что основной меха-
низм мутагенеза связан с образованием одноцепо-
чечных разрывов ДНК и последующим запуском 
SOS-ответа.

Известно, что SOS-репарация играет важную 
роль в адаптации бактерий к деструктивным фак-
торам среды [21]. SOS-ответ вовлечен в форми-
рование устойчивости бактерий к антибиотикам. 
В частности, обработка клеток E. coli ципрофлок-
сацином приводила к экспрессии белков SOS-от-
вета, а также к быстрому образованию мутантов, 
устойчивых к ципрофлоксацину. Однако у бак-
терий, которые содержат нерасщепляемый белок 
LexA, а значит, неспособны к SOS-ответу, отсут-
ствует резистентность к ципрофлоксацину [22]. 
Важную роль SOS-ответ играет и в формировании 
устойчивости клеток E. coli к β-лактамным анти-
биотикам [23]. Все это указывает на то, что бло-
кирование SOS-ответа может использоваться для 
снижения скорости формирования устойчивости 
бактерий к антибиотикам.

Изучение механизмов возникновения мутаций 
устойчивости к рифампицину и ципрофлоксаци-
ну, обусловленных применением этих препара-
тов, позволило предположить участие в них имен-
но активации SOS-ответа. В качестве средства 
компенсации выявленных негативных эффектов 
предложено обратить внимание на соединения, 
ингибирующие SOS-ответ [22].

Таким образом, можно выделить две основные 
стратегии решения проблемы влияния антинео-
пластических препаратов на микрофлору: при-
менение антиоксидантов (в случае препаратов, 
способных вызывать окислительный стресс в бак-
териальных моделях, в частности, оксалиплатина) 
и ингибиторов SOS-ответа (в случае таких пре-
паратов, как цисплатин, эффект которых связан, 
в первую очередь, с повреждением ДНК). Поиск 
таких ингибиторов еще продолжается, хотя не-
которые перспективные препараты уже известны, 
в частности, сурамин [24].

При анализе влияния цисплатина на развитие 
антибиотикоустойчивости патогенной микрофло-
ры следует учитывать фармакодинамику препарата. 
Концентрации цисплатина, использованные нами, 
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Use of platinum-based anticancer drugs is limited both by their side effects and by their influence on normal 
microflora. Drugs with mutagenic and genotoxic properties may cause mutations in microbial genomes, 
thus, contributing to the emergence of antimicrobial resistance and the development of complications after 
chemotherapy. Effect of cisplatin and oxaliplatin on microorganisms was studied using bacterial biosensors – 
strains of E. coli MG1655 pKatG-lux (reacts to the generation of hydrogen peroxide), pSoxS-lux (reacts to 
superoxide anion radical) and pColD-lux (detects DNA damage). For both drugs, the biosensor tests demon-
strated high levels of genotoxicity, with some differences in the spectrum of reactive oxygen species generated. 
Ascorbate reduced genotoxicity of cisplatin by 41%. In E. coli, non-lethal doses of cisplatin induced 3–7-fold 
increase in the frequency of mutations conferring resistance to rifampicin and ciprofloxacin; these increases 
were also reduced by ascorbate. For platinum-based drugs, the genotoxic mechanisms are associated with the 
generation of reactive oxygen species and SOS-response induction. The risk of antibiotic-resistant secondary 
infections may be used by use of antioxidants and antimutagens; however, these augments may also decrease 
anti-tumoral action of these compounds.
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