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Гипоксия является составляющей многих патологических и ряда физиологических процессов. Она также возникает в ре-
зультате применения хирургических техник, связанных с ограничением кровоснабжения оперируемых органов и тканей. Это 
приводит к значительному снижению способности клеток осуществлять энергозависимые процессы за счет уменьшения вклада 
митохондрий в синтез аденозинтрифосфата (АТФ). Для защиты клеток и увеличения времени операции предложена инфузия 
раствора фумарата Na в течение нескольких дней до хирургической процедуры. Однако механизм наблюдаемого при этом за-
щитного эффекта остается предметом обсуждения.

Цель исследования — изучение механизма цитопротекторного действия фумарата Na в отношении клеток почечного эпи-
телия при моделировании острой гипоксии in vitro путем восстановления кислорода в среде дитионитом Na.
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Материалы и методы. Исследования выполнены на клеточной линии эпителия почек MDCK с использованием дитионита 
Na в концентрации 5 мМ для создания условий гипоксии. Оценку параметров клеточного метаболизма, включая величину мито-
хондриального мембранного потенциала, состояние митохондриальных НАДН и ФАД, содержание ионов Са2+ и Mg2+ и уровня 
рН в цитозоле, скорость поглощения клетками глюкозы, развитие клеточной гибели, проводили методами конфокальной и широ-
копольной флуоресцентной микроскопии. Определение концентрации растворенного кислорода выполняли полярографическим 
методом с помощью электрода Кларка.

Результаты. Показано, что применение дитионита Na позволяет моделировать состояние острой гипоксии in vitro с быс-
трым снижением концентрации кислорода в среде инкубирования клеток, приводящим к изменению функции митохондрий и 
развитию апоптоза. При этом присутствие фумарата Na снижает уровень клеточной гибели, что связано не с восстановлением 
АТФ-продуцирующей способности митохондрий, а с увеличением вклада альтернативных источников макроэрга.

Заключение. На клеточном уровне с использованием оптимизированной модели гипоксии показан механизм защитной 
роли фумарата Na, объясняющий эффективность антигипоксанта при искусственной ишемизации органов и тканей.

Ключевые слова: гипоксия; культура клеток; фумарат Na; дитионит Na; апоптоз.

Как цитировать: Vinokurov A.Yu., Popov S.V., Belyakov D.Yu., Popov D.Yu., Nikulin A.S., Zakrzhevskaya V.D., Guseinov R.G., 
Sivak K.V., Dunaev A.V., Potapova E.V., Abramov A.Yu. Cytoprotective action of sodium fumarate in an in vitro model of hypoxia using 
sodium dithionite. Sovremennye tehnologii v medicine 2025; 17(1): 93, https://doi.org/10.17691/stm2025.17.1.09

english

Cytoprotective Action of Sodium Fumarate  
in an in vitro Model of Hypoxia Using Sodium Dithionite

A.Yu. Vinokurov, PhD, Senior Researcher, Research and Development Center  
of Biomedical Photonics1; 
S.V. Popov, MD, DSc, Professor, Chief Physician2; Head of the City Center  
for Endoscopic Urology and New Technologies2; Professor, Department of Urology3;  
Head of the Department of Surgery and Urology4;
D.Yu. Belyakov, Laboratory Assistant, Laboratory of Cell Physiology and Pathology,  
Research and Development Center of Biomedical Photonics1;
D.Yu. Popov, Research Intern, Laboratory of Cell Physiology and Pathology,  
Research and Development Center of Biomedical Photonics1;
A.S. Nikulin, Student5;
V.D. Zakrzhevskaya, Laboratory Assistant, Laboratory of Cell Physiology and Pathology,  
Research and Development Center of Biomedical Photonics1;
R.G. Guseinov, MD, PhD, Deputy Chief Physician for Research2; Senior Lecturer,  
Department of Surgery and Urology4; Assistant Professor, Department of Hospital Surgery6;
K.V. Sivak, DSc, Leading Researcher2; Head of the Department  
of Preclinical Studies of Medications7;
A.V. Dunaev, DSc, Leading Researcher, Research and Development Center  
of Biomedical Photonics1;
E.V. Potapova, PhD, Senior Researcher, Research and Development Center  
of Biomedical Photonics1;
A.Yu. Abramov, DSc, Head of the Laboratory of Cell Physiology and Pathology,  
Research and Development Center of Biomedical Photonics1; Professor8

1Orel State University, 95 Komsomolskaya St., Orel, 302026, Russia; 
2Clinical Hospital of St. Luke, 46 letter A, Chugunnaya St., Saint Petersburg, 194044, Russia; 
3Military Medical Academy, 6 letter Zh, Akademika Lebedeva St., Saint Petersburg, 194044, Russia; 
4Saint Petersburg Medical and Social Institute, 72 letter A, Kondratyevsky Prospekt,  
 Saint Petersburg, 195271, Russia; 
5Novosibirsk State University, 1 Pirogova St., Novosibirsk, 630090, Russia;; 
6Saint Petersburg State University, 7/9 Universitetskaya naberezhnaya St., Saint Petersburg, 199034, Russia; 
7A.A. Smorodintsev Research Institute of Influenza of the Ministry of Healthcare 
 of the Russian Federation, 15/17 Professora Popova St., Saint Petersburg, 197376, Russia; 
8UCL Queen Square Institute of Neurology, Queen Square, London WC1N 3BG, United Kingdom

Hypoxia is a part of many pathological and some physiological processes. It also occurs as a result of surgical techniques associated 
with limiting the blood supply to the operated organs and tissues. Hypoxia leads to a significant decrease in the ability of cells to 
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implement energy-dependent processes due to a reduced contribution of mitochondria to the synthesis of adenosine triphosphate (ATP). 
In order to protect cells and increase the time of surgery, infusion of a solution of sodium fumarate for several days before the surgical 
procedure is suggested. However, the mechanism of the observed protective effect is still a subject of discussion.

The aim of the research was to study the mechanism of the sodium fumarate cytoprotective effect on renal epithelial cells in acute 
hypoxia modeling in vitro by reducing oxygen in the medium using sodium dithionite.

Materials and Methods. The study was conducted using the MDCK renal epithelial cell line with sodium dithionite at a concentration 
of 5 mM to create hypoxic conditions. The parameters of cellular metabolism (including the value of mitochondrial membrane potential, 
the state of mitochondrial NADH and FAD, the content of Ca2+ and Mg2+ and the pH level in the cytosol, the rate of glucose absorption 
by cells, and cell death) were assessed by means of confocal and wide-field fluorescence microscopy. The concentration of dissolved 
oxygen was established using the polarographic method with a Clark electrode.

Results. It was demonstrated that the use of sodium dithionite allows modeling acute hypoxia in vitro with a rapid decrease in the 
oxygen concentration in the cell incubation medium, which resulted in a change in mitochondrial function and the apoptosis progression. 
At that, sodium fumarate reduces the level of cell death, which is associated not with the restoration of the ATP-producing ability of 
mitochondria, but rather with an increase in the contribution of alternative sources of high-energy compounds.

Conclusion. At the cellular level, using an optimized hypoxia model, the study revealed the mechanism of the protective role of 
sodium fumarate, which explained the antihypoxant effectiveness in assisted ischemia of organs and tissues.

Key words: hypoxia; cell culture; sodium fumarate; sodium dithionite; apoptosis.

Введение

Гипоксия, характеризующаяся снижением пар-
циального давления кислорода в органах и тканях, 
является важной составляющей как многих патоло-
гических, так и ряда физиологических процессов [1, 
2]. Кроме того, возникновение гипоксии возможно 
при реализации органосохраняющих методик в хи-
рургической практике, например при резекции по-
чки, которая применяется для удаления небольших 
локализованных опухолей, характерных для стадий 
развития Т1a, Т1b и Т2 [3, 4]. В этом случае с целью 
лучшего контроля границ опухолевого роста за счет 
визуализации макроскопических различий между 
злокачественным образованием и здоровой тканью, 
снижения кровопотерь и поддержания гемостаза в 
ходе операции может быть использовано блокирова-
ние циркуляции крови в резецируемом органе путем 
холодовой или тепловой ишемии [5, 6]. Возникающие 
вследствие прекращения кровотока гипоксия и, соот-
ветственно, недостаточность биологического окисле-
ния и нарушение энергетического баланса приводят 
в итоге к гибели клеток [7]. Негативные последствия 
наблюдаются и в результате реоксигенации после 
восстановления нормальной концентрации кисло-
рода в ткани [6]. Хотя изменения в тканях почек от-
мечаются уже в первые минуты процедуры [8], боль-
шинство исследователей определяют 25–30 мин как 
период, после которого эти изменения приобретают 
характер критических и необратимых [3, 5, 8–11]. 
Вероятно, это связано с тем, что основным клеточ-
ным механизмом, поддерживающим энергетический 
баланс клеток в условиях ишемии, является анаэ-
робный гликолиз, однако его возможности в клетках 
почки исчерпываются уже через 15–20 мин ишемии 
[12]. В целом в случае проведения операции в тече-
ние более 30 мин рекомендовано применение холо-
довой ишемии, относительно безопасная продолжи-
тельность которой может достигать одного часа [5], 

или фармакологической нефропротекции, в том чи-
сле с помощью антигипоксантов [13].

В качестве антигипоксантов, которые могут быть 
использованы для защиты почек при тепловой ише-
мии, показаны антиоксиданты [14, 15], маннитол [16, 
17], а также субстраты цикла Кребса и комплексов 
электрон-транспортной цепи (ЭТЦ) митохондрий, в 
частности фумарат [6]. В доклинических и клиниче-
ских исследованиях отмечено, что заблаговременное 
внутривенное введение фумарата Na в значительной 
степени улучшает показатели функций почек непо-
средственно после завершения процедуры, а также в 
более долгосрочной перспективе.

Следует отметить, что механизм действия по-
тенциальных антигипоксантов как собственно при 
гипоксии, так и при последующей реоксигенации, а 
также возможность увеличения приемлемой про-
должительности ограничения кровотока в почке 
остаются малоизученными. К числу предлагаемых 
объяснений защитного эффекта можно отнести сле-
дующие процессы: синтез АТФ в анаэробных услови-
ях за счет субстратного фосфорилирования [18, 19] 
и благодаря способности комплекса I ЭТЦ перено-
сить протоны в межмембранное пространство для 
последующей работы F1–F0–АТФ-синтазы [18–20]; 
а также активацию внутриклеточных процессов, свя-
занных со стабилизацией транскрипционного факто-
ра HIF1α [21–28]. Широкий спектр возможных меха-
низмов защиты и сложность процесса ишемического 
повреждения почечной паренхимы, понимание кото-
рых необходимо для обоснования нефропротектор-
ной терапии [17], требуют проведения исследований 
с использованием релевантных моделей начиная с 
клеточного уровня.

Подходы к моделированию гипоксии in vitro мо-
гут быть условно разделены на две группы: 1) не-
прямые, ингибирующие процессы с участием кис-
лорода или реакции, сопровождающие развитие 
гипоксии; 2) прямые, связанные с обеспечением 
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минимального содержания кислорода в газовой ат-
мосфере и/или в среде инкубирования. Применение 
хлорида кобальта [29, 30], блокирующего деграда-
цию HIF1α и соответственно активирующего каскад 
обусловленных гипоксией процессов, является 
примером первой группы подходов. Могут также ис-
пользоваться цианиды и азиды — ингибиторы ком-
плекса IV ЭТЦ митохондрий, на котором происходит 
восстановление кислорода в процессе дыхания 
[31]. К общим недостаткам данных соединений от-
носят их токсичность [32, 33] и отсутствие влияния 
на другие процессы, связанные с присутствием кис-
лорода в системе, что может ставить под сомнение 
качество модели гипоксии. Для реализации второй 
группы подходов могут применяться специальные 
инкубаторы или камеры с регулируемой газовой 
средой, обеспечивающие возможность снижения 
содержания растворенного кислорода до 1–2% 
[29, 32, 34]. Несмотря на значительные очевидные 
преимущества, такой подход не лишен недостат-
ков — необходимости использования специального 
оборудования, газовой смеси, а также сложности 
поддержания газового состава в случае, когда пред-
полагается совершение дополнительных манипуля-
ций с клетками. В качестве метода, позволяющего 
устранить часть указанных проблем, предложено 
применение высокого слоя среды, обеспечиваю-
щего лимитированную диффузией низкую скорость 
поступления кислорода к адгезионному клеточно-
му слою [27, 32]. Однако очевидно, что в последнем 
случае достижение необходимого уровня гипоксии 
может быть реализовано после достаточно продол-
жительного времени ожидания. К известным мето-
дам удаления кислорода из среды инкубирования 
клеток относят использование ферментов (напри-
мер, одновременно глюкозооксидазы и каталазы) 
[32, 35] или дитионита Na [34, 36]. Однако концен-
трация глюконолактона, образующегося в ходе 
ферментативной реакции, может значительно пре-
вышать уровень цитотоксичности [37]. Подход на 
основании введения в среду дитионита Na является 
относительно простым и приводит к резкому сниже-
нию содержания кислорода. Последнее делает ди-
тионит Na весьма подходящим для моделирования 
острой гипоксии, возникающей после полного пре-
кращения циркуляции крови [38].

Наряду с проблемой выбора подхода для созда-
ния гипоксических условий важно определить метод 
оценки изменений, происходящих в клетке при недо-
статке кислорода. Экспериментальное определение 
уровня образующих комплекс HIF1 белков затруд-
нено при скрининговых исследованиях. В качестве 
альтернативы можно рассматривать выявление раз-
вития клеточной гибели, которая происходит по пути 
как апоптоза, так и некроза [39]. Однако это требует 
уточнений для конкретной модели, особенно ввиду 
современных представлений о механизмах развития 
путей гибели клеток [40].

В связи с этим целью настоящей работы являет-
ся изучение механизма цитопротекторного действия 
фумарата Na в отношении клеток почечного эпите-
лия при моделировании острой гипоксии in vitro путем 
восстановления кислорода в среде дитионитом Na.

Материалы и методы

Клеточная культура. Все этапы исследования 
были проведены с использованием клеточной ли-
нии почек MDCK (Madin–Derby canine kidney cells), 
которую культивировали в среде на основе DMEM 
(«ПанЭко», Россия), содержащей 10% FBS (Biological 
Industries, Израиль), 1 мМ пирувата Na (Gibco, США), 
2 мМ L-аланил-L-глутамина (Gibco, США), 100 мкг/мл 
стрептомицина и 100 Ед./мл пенициллина (Gibco, 
США). Клеточные культуры находились в инкубато-
ре при 37°C во влажной атмосфере, содержащей 5% 
CO2 и 95% воздуха. Плотность клеточного монослоя 
в ходе исследований составляла не менее 60%.

Реактивы. Для моделирования гипоксических ус-
ловий путем восстановления растворенного кисло-
рода в работе использовали дитионит Na (PanReac 
AppliChem, Германия). Удаление кислорода обеспечи-
вали за счет достижения концентрации дитионита Na 
5 ммоль/л путем внесения свежеприготовленного сто-
кового раствора. В качестве источника фумарата Na 
использовали фармакопейный препарат Конфумин 
(«Медполимер», Россия), представляющий собой 15% 
раствор фумарата Na, свободный от примесей. Для 
инкубирования клеток препарат Конфумин вносили в 
среду до достижения концентрации 5 ммоль/л.

Анализ методом конфокальной микроскопии. 
Измерения флуоресценции производили с помо-
щью конфокального микроскопа LSM 900 (Carl Zeiss, 
Германия). Интенсивность освещения была сведена 
к минимуму (0,1–0,2% от максимальной мощности 
лазера), чтобы избежать фотовыгорания.

Оценка митохондриального мембранного 
по  тен циала ΔΨm. Для сравнительной оценки ве-
личины и анализа механизма поддержания ΔΨm 
использовали катионный флуоресцентный зонд те-
траметилродамин (TMRM; Invitrogen, США) (макси-
мумы возбуждения/флуоресценции ~553/578 нм). 
Накопление зонда в митохондриях определяется 
величиной отрицательного заряда на внутренней ми-
тохондриальной мембране. Перед исследованием 
клетки инкубировали в 25 нМ растворе зонда в тече-
ние 45 мин [41]. Величину ΔΨm оценивали на основе 
интенсивности флуоресценции. Для этого выполняли 
эксперименты в режиме послойного сканирования 
каждого поля зрения с последующим выделением 
всех клеток по отдельности и определением макси-
мального значения сигнала для каждой клетки. В це-
лях анализа механизма поддержания ΔΨm в рамках 
одного поля зрения осуществляли регистрацию из-
менений интенсивности флуоресценции после по-
следовательного внесения ингибиторов комплекса V 
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(олигомицина А, 2 мкг/мл) и комплекса I ЭТЦ (роте-
нона, 2 мкМ), а также митохондриального разобщите-
ля FCCP (2 мкМ) [42]. При обработке экспериментов 
по анализу механизма поддержания ΔΨm проводи-
ли нормализацию интенсивности флуоресценции 
TMRM, при которой начальный уровень сигнала взят 
за 1, а конечный, соответствующий полной деполяри-
зации митохондрий, за 0.

Оценка апоптоза и некроза. Оценку некроза в 
культуре клеток проводили с помощью флуоресцент-
ных зондов Hoechst 33342 (Invitrogen, США) и йоди-
да пропидия (Invitrogen, США). Клетки инкубировали 
с 5 мкМ Hoechst 33342 (максимумы возбуждения/
флуо ресценции ~350/481 нм) и 5 мкМ йодида про-
пидия (максимумы возбуждения/флуоресценции 
~535/617 нм) в течение 30 мин при 37°C.

Для оценки апоптоза применяли субстрат 
NucView® 488 Caspase-3 (NucView, Biotium, США) (ла-
зер возбуждения 488 нм с излучением выше 515 нм) 
в комбинации с Hoechst 33342 для обнаружения ак-
тивации каспазы-3/7 и визуализации морфологиче-
ских изменений в ядре при апоптозе. Клетки инку-
бировали с 5 мкМ NucView и 5 мкМ Hoechst 33342 в 
течение 30 мин при комнатной температуре [43].

Оценка продолжительности поддержания 
клетками трансмембранного градиента Ca2+ в 
условиях блокирования синтеза АТФ. Для срав-
нительной оценки способности клеток к реализации 
энергопотребляющих процессов за счет начального 
уровня АТФ использовали ратиометрический флуо-
ресцентный зонд Mag-Fura-2, AM (Invitrogen, США), 
обладающий высоким сродством к Mg2+ и низким — к 
Ca2+. В обоих случаях образование комплекса зонда 
с металлами приводит к смещению пика возбужде-
ния флуоресценции с 380 до 340 нм, c сохранением 
максимума интенсивности флуоресценции в области 
530 нм. В качестве аналитического сигнала, харак-
теризующего изменение состояния АТФ в клетках, 
использовали соотношение интенсивности флуорес-
ценции при возбуждении длинами волн 340 и 380 нм 
(F340/F380). При блокировании путей синтеза АТФ рост 
данного параметра соответствует расходованию 
АТФ и высвобождению Mg2+. При полном исчерпа-
нии запасов АТФ клетки теряют способность к под-
держанию разницы концентраций Ca2+ относительно 
цитоплазматической мембраны, что характеризует-
ся резким увеличением сигнала [42]. Анализ прово-
дили с помощью широкопольного флуо ресцентного 
микроскопа на базе Olympus IX73Р1F (Olympus 
Corporation, Япония) и установки возбуждения и ре-
гистрации флуоресценции Cairn (Cairn Research Ltd., 
Великобритания) с флюоритовым иммерсионным 
объективом ×40, с использованием двух длин волн 
возбуждающего излучения ксеноновой дуговой лам-
пы — 340 и 380 нм. Перед исследованием клетки ин-
кубировали в 3 мкМ растворе зонда.

Изучение автофлуоресценции никотинамид-
а дениндинуклеотида (НАДН). С целью оценки 

состояния комплекса I ЭТЦ в модельных условиях 
гипоксии, а также влияния фумарата Na исследова-
ли уровень автофлуоресценции на широкопольном 
флуоресцентном микроскопе с применением флюо-
ритового иммерсионного объектива ×40 и с исполь-
зованием возбуждающего излучения (длина волны — 
360 нм). Регистрацию флуоресценции осуществляли 
в интервале длин волн 430–480 нм.

Изучение автофлуоресценции флавинаде-
ниндинуклеотида (ФАД). При работе сукцинат-
дегидрогеназы происходит обратимое изменение 
состояния кофермента (переход от ФАД в ФАДН2 
и обратно), что позволяет использовать автофлуо-
ресценцию ФАД в качестве инструмента оценки 
функции комплекса II ЭТЦ. Исследования прово-
дили с помощью микроскопа LSM 900 (Carl Zeiss, 
Германия) с использованием лазера с длиной вол-
ны 488 нм и регистрацией флуоресценции в интер-
вале 490–600 нм.

Исследование кинетики поглощения клет-
ками глюкозы. Для решения данной задачи ис-
пользовали флуоресцентный аналог глюкозы –— 
2-NBDG (Invitrogen, США) в концентрации 10 мкМ. 
Исследования проводили с помощью микроскопа 
LSM 900 (Carl Zeiss, Германия) (длина волны возбу-
ждения — 488 нм, регистрация флуоресценции — 
свыше 490 нм) путем записи сначала автофлуорес-
ценции клеток, а затем — сигнала, обусловленного 
проникновением в клетки зонда [44].

Определение уровня рН цитоплазмы. Пока-
затель кислотности в цитоплазме оценивали с по-
мощью ратиометрического зонда BCECF (Invitrogen, 
США) на широкопольном флуоресцентном микро-
скопе с применением флюоритового иммерсион-
ного объектива ×40 и двух длин волн возбужде-
ния — 430 и 495 нм. Клетки инкубировали в течение 
30 мин в 5 мкМ растворе зонда с последующей от-
мывкой и определением уровня флуоресценции. 
В качестве аналитического сигнала использовали 
соотношение F495/F430. Для построения градуиро-
вочной зависимости F495/F430 от показателя кис-
лотности в каждом эксперименте титровали сигнал 
зонда путем последовательного добавления калий-
содержащих буферных растворов с рН 7,8; 7,4 и 6,7, 
содержащих 10 мкМ нигерицина [45].

Анализ данных и статистика. Эксперименты 
по микроскопическому анализу были выполнены не 
менее чем в трехкратной повторности; при анали-
зе отдельных изображений использовали не менее 
5 полей зрения. Статистический анализ проводи-
ли с помощью программного обеспечения OriginPro 
(OriginLab Corp., США). Оценку различий между 
сравниваемыми группами осуществляли с помощью 
непараметрического статистического U-критерия 
Манна–Уитни. Данные представляли в виде Me [Q1; 
Q3], а также использовали следующие обозначения: 
N — количество экспериментов; n — количество кле-
ток или изображений.
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Результаты

Применение дитионита Na приводит к ограни-
ченному по времени снижению концентрации кисло-
рода в растворе до гипоксических условий.

С целью оценки условий применения основанной 
на дитионите Na методики моделирования острой 
гипоксии использовали стоковый 1 М раствор дити-
онита Na, при внесении которого в среду получали 
концентрацию 5 мМ. Такая концентрация способ-
ствует развитию признаков гипоксии, не оказывая 
при этом иного токсического влияния на клетки и не 
изменяя величину рН раствора [34, 41]. В качестве 
физиологически приемлемой среды в данном и по-
следующих экспериментах использовали сбаланси-
рованный солевой раствор Хэнкса. Исследования с 
помощью оксиметра Oxytherm+ System (Hansatech 
Instruments Ltd, Великобритания) позволили устано-
вить, что при внесении восстановителя происходит 
резкое снижение содержания кислорода в раство-
ре (рис. 1, а) до уровня 1–2% от насыщения. Ввиду 
невысокой стабильности кислородсвязывающая 
способность дитионита Na ограничена по времени 
[34]. В случае раствора с высотой 9 мм концентра-
ция кислорода удерживается на уровне менее 1% 
от максимальной растворимости в течение около 
100 мин с последующим быстрым увеличением до 
уровня, не позволяющего говорить о наличии гипок-
сии в системе. Снижение толщины слоя раствора в 
два раза приводит к сопоставимому уменьшению пе-
риода действия дитионита (рис. 1, б). При этом даже 
незначительное перемешивание, которое, видимо, 
влияет на скорость диффузии газов, резко сокраща-
ет данный промежуток времени. Все это необходимо 
учитывать при постановке экспериментов и, в случае 
их высокой продолжительности, использовать смену 
раствора, содержащего дитионит Na, или исключить 

контакт модельной системы с атмосферным воз-
духом. В дальнейших исследованиях при создании 
кратковременной гипоксии клетки инкубировали в 
среде с толщиной слоя 4,5 мм. Более продолжитель-
ные эксперименты проводили в ячейке, в качестве 
дна и крышки которой выступали покровные стекла 
(на нижнем покровном стекле находился монослой 
адгезионной культуры исследуемых клеток).

Обусловленное дитионитом Na удаление кисло-
рода из раствора приводит к снижению жизнеспо-
собности клеток, сопоставимому с условиями пол-
ного блокирования путей синтеза АТФ.

С целью контроля изменения состояния клеток в 
гипоксических условиях во времени использовали 
оценку кинетики увеличения внутриклеточных кон-
центраций Mg2+ и Ca2+, происходящего в результа-
те гидролиза АТФ и вхождения Ca2+ в цитоплазму 
из среды соответственно, в условиях исключения 
синтеза АТФ. Для блокирования гликолиза и окисли-
тельного фосфорилирования (OXPHOS) в присутст-
вии кислорода использовали йодуксусную кислоту 
(100 мкМ) и олигомицин А (5 мкг/мл) соответственно; 
в бескислородных условиях в отсутствие акцептора 
электронов на комплексе IV ЭТЦ внесение ингибито-
ра F1–F0–АТФ-синтазы исключали (рис. 2, а). Период 
способности клеток к поддержанию разницы концен-
траций Ca2+ относительно цитоплазматической мем-
браны, характеризующий потребление имеющихся 
запасов АТФ, в гипоксических условиях оказался ста-
тистически значимо ниже в сравнении с эксперимен-
том с блокированием гликолиза и OXPHOS (3,1 [2,8; 
3,3] и 4,4 [4,2; 4,6] ч соответственно; p<0,0001; N=3; 
n=33 клетки) (рис. 2, б). Это говорит об эффективно-
сти физического удаления кислорода и даже запуске 
дополнительных энергопотребляющих процессов. 
С учетом расходования митохондриями более чем 
95% потребляемого клетками кислорода [46] отли-

а б

Рис. 1. Внесение дитионита Na обеспечивает достижение низкой концентрации 
растворенного кислорода, продолжительность поддержания которой зависит от 
высоты столба жидкости
Графики полярографического определения изменения содержания кислорода в среде 
при внесении дитионита Na (а) и зависимости продолжительности поддержания гипок-
сических условий от высоты столба жидкости (б) (N=5)

Дитионит Na, 5 мМ
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Рис. 2. Восстановление кислорода дитионитом Na приводит к полному блокированию OXPHOS
Графики изменения цитозольной концентрации Ca2+ и Mg2+ (а) и результаты статистического анализа продолжи-
тельности поддержания градиента концентрации ионов кальция относительно цитоплазматической мембраны при 
двух вариантах блокирования OXPHOS (б); конфокальные изображения клеток, загруженных TMRM в контрольных 
условиях (в); инкубированных в присутствии олигомицина А и йодуксусной кислоты (ЙУК) в течение 30 мин (г); 
инкубированных в присутствии дитионита Na и ЙУК в течение 30 мин (д); результаты обработки данных интенсив-
ности флуоресценции TMRM (е) при двух вариантах блокирования OXPHOS в сравнении с контролем; графики, 
отражающие механизм поддержания величины ΔΨm в контрольном эксперименте (ж); а также при двух вариантах 
блокирования OXPHOS (з, и). Бар — 20 мкм
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чие между двумя экспериментами можно объяснить 
изменением состояния именно этих органелл. Как 
можно видеть из конфокальных изображений (рис. 2, 
в–д), интенсивность флуоресценции TMRM в мито-
хондриях клеток, инкубированных в присутствии ди-
тионита Na в течение 30 мин, приводит к значитель-
ному падению ΔΨm. Если при полном блокировании 
синтеза АТФ уровень ΔΨm в клетках составил 108,1 
[82,8; 139,8]% от контроля, то в случае замены олиго-
мицина А на дитионит Na он оказался резко снижен-
ным (10,7 [9,7; 11,9]% от контроля; N=3; n=40 клеток) 
(рис. 2, е). При этом, как видно из рис. 2, и, в условиях 
гипоксии наблюдается деполяризация митохондрий 
после введения олигомицина А, что свидетельствует 
о нарушении функционирования комплекса V ЭТЦ.

Связывание кислорода дитионитом Na запуска-
ет гибель клеток по пути апоптоза.

Исчерпание запасов АТФ приводит в итоге к гибе-
ли клеток, которая может происходить по пути некро-
за или апоптоза. Как показывает анализ с использо-
ванием Hoechst 33342, окрашивающего ядра всех 
клеток, и йодида пропидия, проникающего только 
через поврежденные мембраны, развитие некроза 
нехарактерно для рассматриваемых модельных ус-
ловий (доля окрашенных йодидом пропидия клеток 
не превышала 0,1% как в контрольной культуре, так и 
в культуре, которую выдерживали в присутствии ди-
тионита Na в течение 2 и 3 ч) (рис. 3, а–в).

В целях оценки развития альтернативных путей 
клеточной гибели были проведены исследования с 
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Рис. 3. В модельных условиях гипоксии происходит развитие гибели клеток по пути апоптоза, который 
можно регистрировать разными методами
Конфокальные изображения клеток, загруженных Hoechst 33342 и йодидом пропидия в контрольных условиях (а) и 
в условиях гипоксии после 2 ч (б) и 3 ч (в), а также Hoechst 33342 и NucView в контрольных условиях (г) и в услови-
ях гипоксии после 2 ч (д) и 3 ч (е); результаты подсчета доли апоптотических клеток двумя методами (ж); результаты 
оценки уровня апоптоза в клетках по интенсивности флуоресценции Hoechst 33342 (з). Бар — 100 мкМ
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использованием селективного субстрата NucView, 
который приобретает способность к флуоресцен-
ции после ферментативного гидролиза и окра-
шивает ядра апоптотических клеток. В условиях 
гипоксии наблюдается значительное увеличение 
количества клеток с признаками апоптоза (рис. 3, 
г–е). Аналогичные выводы можно сделать на осно-
вании более детального изучения результатов окра-
шивания ядер флуоресцентным зондом Hoechst 
33342. Использование этого зонда для оценки раз-
вития апоптоза обусловлено происходящими изме-
нениями морфологии ядер, а также интенсивности 
флуоресценции [47]. Сравнительный анализ под-
счета доли апоптотических клеток с применением 
двух флуоресцентных зондов показал схожие ре-
зультаты при использовании селективного субстра-
та NucView и Hoechst 33342 (рис. 3, ж). При этом во 
втором случае может быть выполнен переход к бо-
лее объективной оценке, основанной на определе-
нии интенсивности флуоресценции зонда (рис. 3, з): 
после 120 мин гипоксии данный параметр составил 
155,3 [120,7; 211,8]% контроля (p<0,0001; N=3; n=484 
клетки), а после 180 мин — 263,0 [211,0; 313,9]% 
контроля (p<0,0001; N=3; n=392 клетки).

Применение фумарата Na увеличивает продол-
жительности жизни клеток, снижая скорость раз-
вития апоптоза в условиях гипоксии.

Несмотря на применение фумарата Na в клини-
ческой практике, механизм его действия в условиях 
острой гипоксии представляется малоизученным. 
В связи с этим нами была использована модель 
острой гипоксии на основе дитионита Na для на-
блюдения происходящих изменений на клеточном 
уровне (рис. 4). Инкубирование клеток MDCK в 
условиях гипоксии в присутствии 5 мМ фумарата Na 
обусловливает увеличение периода способности 
к поддержанию разницы концентрации Ca2+ отно-
сительно цитоплазматической мембраны по срав-
нению с контрольным экспериментом без нефро-
протектора (рис. 4, а) на 26,6% (р=0,032; N=3; n=17 
клеток) (рис. 4, б). Данный эффект не связан с воз-
можной способностью фумарата Na окислять дити-
онит Na, снижая продолжительность обеспечения 
гипоксических условий (рис. 4, в). При этом наблю-
даются существенно меньшие изменения морфоло-
гии ядер и увеличение интенсивности флуоресцен-
ции Hoechst 33342 (рис. 4, г, д), что свидетельствует 
об уменьшении скорости развития патологических 
процессов, приводящих к апоптозу. Статистический 
анализ показывает (рис. 4, е), что доля апоптотиче-
ских клеток в экспериментах с 3-часовой гипоксией 
и с добавлением фумарата Na значительно ниже, 
чем без него (p<0,025; N=3; n=15 полей зрения). 
При этом аналогичный результат получается и при 
оценке развития апоптоза по связанному с конден-
сацией хроматина увеличению интенсивности флу-
оресценции Hoechst 33342. В условиях гипоксии без 
дополнительного воздействия интенсивность флу-

оресценции зонда составила 131,5 [99,8; 170,0]% 
контроля (p<0,0001; N=3; n=1278 клеток), в присут-
ствии фумарата Na этот параметр оказался снижен 
до 68,3 [42,8; 127,7]% контроля (p=0,055; N=3; n=1326 
клеток).

Фумарат Na обеспечивает частичное окисление 
митохондриальных коферментов с сохранением ин-
версного режима комплекса V ЭТЦ.

Обусловленное фумаратом увеличение периода 
способности поддерживать разницу концентрации 
Ca2+ относительно цитоплазматической мембраны 
(см. рис. 4, а) косвенно свидетельствует о более вы-
соком уровне АТФ в клетках, хотя механизм, обес-
печивающий это, остается неясным. Возможность 
нормального функционирования ЭТЦ и протекания 
OXPHOS в использованных нами модельных усло-
виях может быть проверена путем изучения состо-
яния митохондриальных коферментов по уровню 
автофлуоресценции клеток при возбуждении на 
длине волны 360 нм (для НАДН) (рис. 5, а) и 450 нм 
(для ФАД) (рис. 5, б). В обоих случаях после реги-
страции базового уровня автофлуоресценции про-
исходит резкое изменение сигнала при добавлении 
дитионита Na, что объясняется полным переходом 
содержащихся в митохондриях коферментов в вос-
становленные формы — НАДН и ФАДН2, последняя 
из которых не обладает способностью к флуорес-
ценции. Последующее добавление фумарата Na 
до рабочей концентрации 5 мМ приводит к некото-
рому снижению флуоресценции НАДН (см. рис. 5, а) 
и росту ФАД (см. рис. 5, б). Это свидетельствует об 
их окислении соответственно комплексами I и II. 
Указанные изменения наблюдаются не сразу (при-
мерно через 2 мин) после введения фумарата, что, 
вероятно, связано с процессами трансмембранного 
транспорта вещества. Происходящие далее обрат-
ные изменения под влиянием ротенона (2 мкМ) 
подтверждают связанную с фумаратом Na работу 
НАДН-дегидрогеназного комплекса. Однако, как 
показывают исследования механизма формирова-
ния ΔΨm, как при кратковременном (около 3 мин) 
(рис. 5, в), так и при более длительном (30 мин) 
(рис. 5, г) инкубировании клеток в условиях гипок-
сии в присутствии фумарата Na сохраняется депо-
ляризация внутренней митохондриальной мембра-
ны в ответ на олигомицин А, свидетельствующая о 
нарушении работы F1–F0–АТФ-синтазы.

Инкубирование клеток в присутствии фумара-
та Na в условиях нормоксии приводит к увеличению 
способности клеток к поглощению глюкозы и за-
кислению цитозоля.

Поскольку применение фумарата Na в практи-
ке хирургии почки предусматривает внутривенное 
введение препарата в течение нескольких дней до 
операции [6], была проведена оценка возможности 
увеличения роли альтернативных OXPHOS-путей 
синтеза АТФ до момента наступления гипоксии. 
В связи с этим выполнены исследования, в рамках 
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Рис. 4. Применение модели гипоксии позволяет выявлять протекторный эффект антигипоксантов на при-
мере раствора фумарата Na
Графики изменения цитозольной концентрации Ca2+ и Mg2+ (а) и результаты статистического анализа (б) продолжи-
тельности поддержания клетками градиента концентрации ионов кальция относительно цитоплазматической мем-
браны; графики полярографического определения концентрации кислорода в среде (в); конфокальные изображе-
ния клеток, окрашенных Hoechst 33342 в условиях гипоксии (г) и с добавлением фумарата Na (д); уровень апоптоза 
в клетках, определенный по изменению морфологии и интенсивности флуоресценции ядер клеток, окрашенных 
Hoechst 33342 (е). Бар — 100 мкм

которых культуры клеток в течение 24 ч инкуби-
ровали в полной ростовой среде, содержащей 5 
мМ фумарата Na, с последующим анализом ско-
рости поглощения глюкозы и уровнем рН цитозо-

ля. Как показывают эксперименты, проведенные с 
использованием флуоресцентного зонда 2-NBDG 
(рис. 6, а–з), контрольные и обработанные культуры 
в значительной степени различаются по скорости 
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Рис. 5. Функционирование отдельных комплексов электрон-транспортной цепи митохондрий в присутствии 
фумарата Na на фоне гипоксии
Графики изменения автофлуоресценции клеток при воздействии возбуждающим излучением с длиной волны 
360 нм (а) и 450 нм (б) после создания гипоксии и введения фумарата Na; графики, отражающие механизм под-
держания величины ΔΨm в условиях гипоксии при краткосрочном (в) и более продолжительном (г) инкубировании 
клеток в присутствии дитионита Na и фумарата Na

Рис. 6. Ассоциированные с накоплением HIF1α изменения в клетках под влиянием фумарата Na при нор-
мальном содержании в среде растворенного кислорода
Микрофотографии клеток MDCK при возбуждении флуоресценции лазером с длиной волны 488 нм до (а, г), в мо-
мент (б, д) и через 60 мин после (в, е) добавления 2-NBDG для контрольной культуры (а–в) и культуры с 24-ча-
совым инкубированием с фумаратом Na (г–е); усредненные графики изменения сигнала флуоресценции при 
возбуждении лазером с длиной волны 488 нм в экспериментах по поглощению 2-NBDG контрольными клетками 
и инкубированными с фумаратом Na (ж); результаты статистического анализа влияния инкубирования клеток с фу-
маратом Na на скорость поглощения 2-NBDG (з); кривые изменения F495/F430 при исследовании флуоресценции 
рН-зависимого зонда BCECF при изменении рН среды в контрольных клетках и инкубированных с фумаратом Na 
в течение 24 ч (и); результаты статистического анализа влияния фумарата Na на величину цитозольного рН (к). 
Бар — 100 мкм. (См. Окончание)
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транспорта глюкозы через плазматическую мем-
брану, что может свидетельствовать о значительно 
более высоком уровне экспрессии гена глюкозного 
транспортера 1 (GLUT1). Статистический анализ 
демонстрирует, что суточное инкубирование с фу-
маратом Na приводит к более чем 4-кратному уве-
личению скорости поглощения 2-NBDG (p<0,0001) 
(см. рис. 6, ж, з).

Для оценки уровня внутриклеточного рН нами был 
использован ратиометрический зонд BCECF, соот-
ношение интенсивностей флуоресценции которого 
в значительной степени зависит от показателя кис-
лотности (рис. 6, и, к). Как следует из приведенных 
данных (см. рис. 6, к), даже в условиях нормоксии ин-
кубирование клеток с фумаратом Na приводит к ста-
тистически значимому снижению рН — от 7,51 [7,46; 

7,55] для контроля до 7,35 [7,29; 7,41] в случае экспе-
риментальной культуры (р<0,0001; N=3; n=79 клеток).

Обсуждение

В практике резекции почки применение фумарата 
Na заключается в его инфузии до начала операции 
с целью увеличения содержания в тканях организ-
ма. При этом морфологические и клинико-биохими-
ческие исследования свидетельствуют о нефропро-
текторной роли фумарата Na при использовании 
техники тепловой ишемии органа [6]. Однако проис-
ходящие при этом изменения клеточного метаболиз-
ма и механизм защиты клеток на сегодняшний день 
изучены мало [18–20, 48]. Кроме того, открытым 
остается вопрос, связаны с ли эти изменения с дей-
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ствием самого вещества в период непосредственно-
го удаления кислорода или опосредованы предвари-
тельной активацией защитных механизмов. В первом 
приближении ответы на указанные вопросы могут 
быть найдены в ходе исследований in vitro.

Для моделирования условий острой гипоксии в 
экспериментах на клеточной культуре MDCK исполь-
зовали восстановление кислорода с помощью ди-
тионита Na. Несмотря на преимущества, связанные 
с практически мгновенным снижением содержания 
растворенного кислорода до уровня 1–2% от насыще-
ния (см. рис. 1, а), данный подход требует уточнения 
и оптимизации для конкретных экспериментальных 
условий. В частности, достаточно высокая реакцион-
ная способность и, соответственно, низкая стабиль-
ность ставят вопросы о времени, в течение которого 
соединение будет обеспечивать поддержание гипок-
сии. Эффект однократного внесения дитионита Na в 
концентрации 5 мМ зависит от высоты слоя среды над 
клетками (см. рис. 1, б) и ограничен периодом време-
ни не более 120 мин, что при более продолжительном 
инкубировании делает необходимыми внесение новой 
порции восстановителя или, что более предпочтитель-
но, исключение ее контакта с атмосферным воздухом.

Условия острой гипоксии приводят к значительным 
изменениям митохондриального метаболизма. В ре-
зультате остановки транспорта электронов в ЭТЦ в 
отсутствие конечного акцептора электронов и, соот-
ветственно, блокирования работы переносящих про-
тоны в трансмембранное пространство комплексов 
I, III и IV наблюдалась существенная деполяризация 
митохондрий, которая усиливалась при введении 
олигомицина А (см. рис. 2, и). Это свидетельствует 
о переходе комплекса V в АТФ-азный режим в целях 
поддержания ΔΨm, что характерно для многих пато-
логий, связанных с митохондриальной дисфункцией 
[49]. При этом нарушения клеточного метаболизма 
в использованных модельных условиях приводят к 
апоптозу клеток. Оценка этого процесса возможна с 
применением специфических к определенному ме-
ханизму клеточной гибели методов (например, флуо-
ресцентного субстрата NucView) или на основании 
неспецифической оценки изменений как морфологии 
ядер, так и интенсивности флуоресценции связываю-
щего с хроматином Hoechst 33342 [50, 51]. С учетом 
того, что развитие апоптоза может происходить как 
по каспазозависимому, так и по каспазонезависимо-
му механизмам [47], последний подход перспективен 
для скрининговых исследований in vitro препаратов, 
разрабатываемых и рекомендованных к применению 
при искусственной ишемизации органов.

Результаты оценки апоптоза и способности клеток 
к обеспечению энергопотребляющих процессов сви-
детельствуют о наличии у фумарата выраженных за-
щитных свойств в условиях гипоксии (см. рис. 4, е), 
связанных с увеличением уровня АТФ. К возможным 
объяснениям образования в анаэробных условиях 
АТФ в митохондриях можно отнести, например, суб-

стратное фосфорилирование, происходящее в ре-
зультате превращения α-кетоглутарата в сукцинат 
[18, 19], или реверсную работу сукцинатдегидрогена-
зы, восстанавливающей фумарат до сукцината, что 
позволяет комплексу I окислять НАДН и переносить 
протоны в трансмембранное пространство с последу-
ющим их возвратом через F1–F0–АТФ-синтазу и обра-
зованием АТФ [18–20]. С другой стороны, известны 
обоснования крайне малой вероятности последнего 
пути [50]. Как следует из полученных данных, добав-
ление фумарата Na приводит к изменению соотно-
шений НАДН/НАД и ФАДН2/ФАД, которые находят 
отражение в снижении и росте уровня автофлуорес-
ценции соответственно (см. рис. 5, а, б). Это указы-
вает на частичное восстановление работы комплек-
са I ЭТЦ за счет превращения фумарата в сукцинат 
под действием сукцинатдегидрогеназы. Однако при 
этом комплекс V не переходит в режим F1–F0–АТФ-
синтазы — интенсивность флуоресценции TMRM сни-
жается после добавления олигомицина А (см. рис. 5, 
в, г), что свидетельствует о сохранении ведущей роли 
АТФ-азного режима работы комплекса V в поддер-
жании ΔΨm. Таким образом, возможное частичное 
восстановление функции комплекса I не связано с пе-
реносом протонов через внутреннюю митохондриаль-
ную мембрану или может быть недостаточным для 
формирования уровня ΔΨm, необходимого для про-
текания OXPHOS [48]. В связи с этим и субстратное 
фосфорилирование в матриксе митохондрий [18, 19], 
даже если оно протекает в использованных модель-
ных условиях, будет обеспечивать образование АТФ 
для работы комплекса V, что не объясняет увеличе-
ние жизнеспособности клеток.

Антигипоксический эффект субстратов цикла 
Кребса может быть связан с активацией внутрикле-
точных процессов, ассоциированных с нестабиль-
ным в аэробных условиях HIF1α, который является 
центральным звеном в развитии обусловленного 
гипоксией состояния и участвует совместно с HIF1β 
в образовании гетеродимера HIF1 [52]. Такое пред-
положение следует из данных об ингибировании 
фумаратом или сукцинатом окисляющих HIF1α про-
лилгидроксилаз в раковых клетках с дефицитом фу-
маратгидратазы и/или сукцинатдегидрогеназы, в ре-
зультате чего возникает состояние псевдогипоксии 
даже при нормальном содержании кислорода в окру-
жающей среде [21–23]. Это приводит к увеличению 
потребления клетками глюкозы за счет роста экс-
прессии гена GLUT1, а также вклада гликолиза в про-
дукцию АТФ (гены гексокиназы 2 и пируваткиназы). 
Несмотря на меньший выход макроэрга (в результате 
превращения одной молекулы глюкозы образуется 
две молекулы АТФ), за счет относительной простоты 
и более высокой скорости гликолиз может обеспе-
чить потребности клеток в энергии [53].

Накопление HIF1α в условиях увеличения содер-
жания фумарата может быть также связано с фос-
форилированием белка р65 и активацией пути NF-κB 
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[24]. Помимо этого, ингибирование фумаратом или 
сукцинатом ферментов из семейства ТЕТ приводит 
к изменению уровня экспрессии регулируемых HIF 
генов [25]. Наконец, имеются данные о возможном 
взаимодействии накапливающегося в клетках с дефи-
цитом фумаратгидратазы фумарата с белком KEAP1, 
что приводит к активации транскрипционного фактора 
NRF2 [26]. В целом возможность использования свя-
занного со стабилизацией HIF1α механизма защиты 
при гипоксии рассмотрена в большом числе работ 
[27, 28], однако неизвестно, может ли с этим быть ас-
социирован защитный эффект экзогенного фумарата.

В контексте защиты почек при проведении тепло-
вой ишемии максимальный цитопротекторный эф-
фект чаще всего достигается за счет его активации 
до проведения самой операции. В связи с этим были 
проведены исследования с 24-часовым инкубирова-
нием клеток с фумаратом Na при нормальном уровне 
кислорода, которые выявили значительное увели-
чение скорости потребления клетками глюкозы (см. 
рис. 6, з), а также статистически значимое снижение 
уровня рН в цитозоле (см. рис. 6, к). В совокупности 
это может свидетельствовать о характерном для 
анаэробных условий переключении метаболизма на 
анаэробный гликолиз, конечным продуктом которого 
выступает лактат [54]. Развитие этого процесса об-
условлено активацией защитных механизмов, важ-
нейшим элементом которых является стабилизация 
HIF1α [48, 49].

Заключение

Возможные риски ограничения кровоснабжения 
оперируемых органов и тканей могут быть снижены 
за счет применения антигипоксантов, в частности фу-
марата Na, однако только понимание механизма дей-
ствия таких соединений позволит более эффективно 
использовать их на практике. В рамках проведенных 
исследований in vitro показано, что при резком сниже-
нии содержания кислорода в среде, моделирующем 
условия острой гипоксии, в клетках не только в зна-
чительной степени падает способность к реализации 
нормальных энергопотребляющих процессов, но и 
происходит переход комплекса V ЭТЦ митохондрий в 
АТФ-азный режим, что приводит к гибели клеток пре-
имущественно по пути апоптоза. При этом фумарат 
Na в условиях гипоксии демонстрирует способность 
снижать уровень апоптоза клеток. Это связано с уве-
личением содержания в клетках АТФ, которое, одна-
ко, не обеспечивается восстановлением функции ми-
тохондрий. Инкубирование клеток с фумаратом Na в 
условиях нормоксии приводит к увеличению скорости 
потребления клетками глюкозы, а также к значимому 
снижению цитозольного рН, что может быть следст-
вием более высокого уровня экспрессии генов глю-
козных транспортеров и ключевых ферментов глико-
лиза, регулируемой HIF1α, и выступать объяснением 
показанного цитопротекторного действия.

Финансирование. Работа выполнена при финан-
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