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Аннотация

Цель исследования. Изучить некоторые факторы апоптоза в митохондриях клеток различных отделов толстой кишки у пациентов 
обоего пола больных колоректальным раком.
Пациенты и методы. В исследование включены результаты, полученные от 132 больных раком толстой кишки T2–3N0M0, из них 
52 женщины и 80 мужчин. Митохондрии из клеток тканей кишки и опухоли человека выделяли с применением дифференци-
ального центрифугирования. В митохондриях методом иммуноферментного анализа (ИФА) и спектрометрически определяли 
концентрацию цитохрома С (нг/мг белка), AIF (пг/мг белка), Bcl-2 (пг/мг белка) и кальция (мМ/мг белка).
Результаты. У мужчин в митохондриях клеток как ткани опухоли прямой кишки, так и ткани опухоли левой половины толстой 
кишки уровень кальция был снижен относительно показателя в соответствующей ткани по линии резекции, а уровни Bcl-2, цито-
хрома С и AIF напротив были повышены. При этом в митохондриях ткани опухоли правой половины толстой кишки уровни кальция 
и Bcl-2 не имели статистически значимых отличий от соответствующих показателей в ткани правой половины толстой кишки по 
линии резекции, в то же время уровни цитохрома С и AIF в 2,0 раза и 3,1 раза были повышены. У женщин в митохондриях клеток 
ткани опухоли прямой кишки уровень кальция был снижен относительно показателя в ткани прямой кишки по линии резекции 
в 1,5 раза (p < 0,05). Уровни Bcl-2, цитохрома С и AIF повышены в 1,5, 2,9 и 2,1 раза. В митохондриях ткани опухоли левой половины 
толстой кишки женщин уровень кальция был снижен относительно показателя в ткани левой половины толстой кишки по линии 
резекции в 1,6 раза (p < 0,05) и статистически значимо увеличен AIF в 2,7 раза. У женщин в митохондриях клеток ткани опухоли 
правой половины толстой кишки уровни цитохрома С и AIF в 2,0 и 1,7 раза (p < 0,05) превосходили показатели в ткани правой 
половины толстой кишки по линии резекции.
Заключение. Изучив совокупность исследованных показателей, можно сделать обоснованный вывод об угнетении апоптоза 
во всех отделах толстой кишки мужчин и женщин и, напротив, стимуляции в митохондриях процессов дыхания и энергетики.
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Abstract

Purpose of the study. To examine the influence of specific factors on the apoptosis process in the mitochondria of cells located in 
various regions of the colon, with a focus on patients of both sexes.
Patients and methods. The study included results obtained from 132 patients with T2–3N0M0 colon cancer, comprising 52 women 
and 80 men. Mitochondria were isolated from human intestinal and tumor tissue cells using differential centrifugation. The concen-
tration of cytochrome C (ng/mg protein), AIF (pg/mg protein), Bcl-2 (pg/mg protein), and calcium (mM/mg protein) were determined.
Results. In men, the calcium level in the mitochondria of both rectal tumor tissue and left colon tumor tissue was reduced relative 
to the corresponding tissue along the resection line, while the levels of Bcl-2, cytochrome C, and AIF were, on the contrary, in-
creased. At the same time, the calcium and Bcl-2 levels in the mitochondria of the right colon tumor tissue did not differ statistically 
significantly from the corresponding values in the right colon tissue along the resection line, while the levels of cytochrome C and 
AIF were increased by 2.0 and 3.1 times. The calcium level was observed to be reduced by a factor of 1.5 in the mitochondria of 
rectal tumor tissue cells in women, in comparison to the indicator in the rectal tissue along the resection line (p < 0.05). The levels 
of Bcl-2, Cytochrome C, and AIF were increased by 1.5, 2.9, and 2.1 times, respectively. In the mitochondria of tumor tissue in the 
left half of the colon of women, the calcium level was reduced relative to the indicator in the tissue of the left half of the colon 
along the resection line by 1.6 times (p < 0.05), and AIF was statistically significantly increased by 2.7 times. In women, the levels 
of cytochrome C and AIF in the mitochondria of tumor tissue cells in the right half of the colon were 2.0 and 1.7 times higher, 
respectively, than the corresponding indicators in the tissue of the right half of the colon along the resection line (p < 0.05).
Conclusion. A comprehensive analysis of the studied indicators suggests that apoptosis is suppressed in all regions of the large intes-
tine in both men and women. Conversely, the processes of respiration and mitochondrial energy production appear to be enhanced.

Keywords:
mitochondria, colorectal cancer, men, women, Bcl-2, cytochrome C, calcium, AIF, tumor tissue, intestinal tissue
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АКТУАЛЬНОСТЬ

Колоректальный рак (КРР) занимает третье место 
среди наиболее часто диагностируемых видов зло-
качественных новообразований, как у мужчин, так 
и у женщин [1, 2]. Заболеваемость КРР растет среди 
молодых людей, что делает его все более актуальной 
социальной проблемой. Несмотря на достижения 
в технологии лечения, он остается одним из самых 
смертоносных типов рака из-за проблем, связанных 
с метастазированием и лекарственной устойчиво-
стью. Развитие КРР связывают с митохондриальной 
дисфункцией [3]. Митохондрии могут адаптировать-
ся к высоким метаболическим потребностям зло-
качественных клеток благодаря своей пластичности 
и динамичной природе. Динамика слияния–деления 
митохондрий способствует метаболическому пере-
программированию клеток и играет решающую роль 
в передаче сигнала и метаболических функциях кле-
ток КРР, что приводит к клеточной пролиферации, 
метастазированию и химиорезистентности. Избыточ-
ное деление также может вызвать митохондриально- 
опосредованный апоптоз [4].

Запрограммированная клеточная смерть – важный 
процесс, регулирующий гомеостаз тканей и реакцию 
на стресс у многих организмов. Одной из наиболее 
широко изученных и хорошо охарактеризованных 
форм запрограммированной клеточной смерти явля-
ется апоптоз. В ответ на различные сигналы внеш-
ней и внутренней природы, апоптотические белки 
запускают каскад реакций, которые в конечном 
итоге определяют выбор между жизнью и смертью. 
Апоптоз – это ключевой механизм гибели клеток, 
который может препятствовать образованию и росту 
опухолей, и по этой причине он часто нарушается при 
различных видах рака [5, 6]. Повышенная пролифе-
рация, вызванная онкогенными мутациями, усугуб-
ляется генетическими и эпигенетическими измене-
ниями в апоптотических путях, которые в конечном 
итоге приводят к неконтролируемому росту опухоли. 
Гомеостаз в толстой кишке строго регулируется ба-
лансом между пролиферацией и апоптозом. Наруше-
ние этого баланса является важным этапом развития 
и прогрессирования КРР. Кроме того, в опухолях КРР 
часто наблюдается повышенный порог апоптоза, что 
способствует устойчивости к терапии [7].

Роль митохондрий в клеточной смерти однознач-
но установлена в случае апоптоза, когда изменения 
проницаемости внешней мембраны митохондрий 
(MOMP), вызванные проапоптотическими эффек-
торными белками семейства B-клеточной лимфо-
мы 2 (Bcl-2), в частности, BAX и BAK; Box1, иниции-
рует сигнальный каскад. Это позволяет высвободить 
белки межмембранного пространства митохондрий, 

которые активируют каспазы, в первую очередь цито-
хром C. Цитохром C связывается с фактором акти-
вации апоптотической пептидазы 1 (AIF1), образуя 
гептамерную структуру, называемую апоптосомой. 
Однако индукция MOMP не является синонимом апо-
птоза, и решение клетки о гибели не является окон-
чательным после MOMP. Кроме того, MOMP имеет 
другие последствия, помимо осуществления клеточ-
ной гибели, включая индукцию провоспалительной 
сигнализации [8].

Цель исследования – изучить некоторые факторы 
апоптоза в митохондриях клеток различных отде-
лов толстой кишки у пациентов обоего пола больных 
колоректальным раком.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

В исследование включены 132 больных раком 
толстой кишки T2–3N0M0, из них 52 женщины 
и 80 мужчин. Средний возраст составил 66 (58–73) 
лет, 68 (51,5 %) человек находились в возрасте стар-
ше 65 лет, 64 (48,5 %) человека – в возрасте до 65 лет. 
Раком сигмовидной кишки страдали 46 (34,8 %) 
больных, из них 19 женщин, раком прямой киш-
ки – 44 (33,7 %) больных, из них 18 женщин, и раком 
восходящего отдела ободочной кишки – 42 (31,5 %) 
больных, из них 15 женщин. Гистологический тип 
опухоли – аденокарцинома, степень дифференци-
ровки опухоли у всех больных соответствовала G2. 
Никто из больных до операции не получал адъювант-
ного лечения. Хороший статус показателей (ECOG 0 
или 1) имелся у 98,5 % больных. Все больные были 
прооперированы.

Во время операции – после лапаротомии выпол-
няли мобилизацию пораженного опухолью участка 
толстой кишки с перевязкой и пересечением питаю-
щих кровеносных сосудов, далее производили лим-
фодиссекцию и выполняли резекцию пораженного 
органа (в объеме правосторонней гемиколэктомии, 
левосторонней гемиколэктомии, резекции сигмовид-
ной кишки, резекции прямой кишки) с удалением 
злокачественной опухоли у больного. Часть опухо-
левого материала и фрагмент ткани кишки по линии 
резекции сразу помещали в холодную стерильную 
среду выделения, содержащую 0,22 М маннитол, 
0,3 М сахарозу, 1 мМ ЭДТА, 2 мМ TRIS-HCL, 10 мМ 
HEPES, pH 7,4. Дальнейший ход операции завершал-
ся восстановительным этапом с наложением меж-
кишечного анастомоза, дренированием брюшной 
полости и ушиванием лапаротомной раны.

После лапаротомии от пациентов был взят био-
материал – ткань опухоли и ткань кишки по линии 
резекции для дальнейшего выделения митохондрий 
и биохимических исследований. Митохондрии из кле-
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ток тканей опухоли и кишки выделяли с применением 
дифференциального центрифугирования на высоко-
скоростной рефрижераторной центрифуге Avanti J-E, 
BECMAN COULTER, USA по методу М. В. Егоровой 
и С. А. Афанасьева (2011); А. П. Гуреев, А. В. Кокина 
и соавт. (2015) [9, 10]. Для разрушения межклетoчных 
связей, клетoчной стенки и плазматических мембран 
применяли механическую обработку тканей с измель-
чением нoжницами и гомoгенизацией в стекляннoм 
гoмoгенизаторе с тефлонoвым пестикoм (гомогени-
затoр Пoттера- Эльвегейма). На каждый грамм ткани 
дoбавляли по 10 мл стерильнoй среды выделения 
(0,22 М маннитoл, 0,3 М сахарoза, 1 мМ ЭДТА, 2 мМ 
TRIS-HCL, 10мМ HEPES, pH 7,4). Ткани гoмoгенизи-
ровали и центрифугирoвали первый раз 10 мин при 
скорости 1000 g, температура 0–2 °C, втoрое и тре-
тье центрифугирoвание oсуществляли при 20 000 g, 
20 мин, температура 0–2 °C. Между центрифугирoва-
нием провoдили прoцедуру ресуспендирoвания oсад-
ка митохoндрий в среде выделения. Митохондрии 
допoлнительно очищали от лизoсом, перoксисом, 
меланoсом и т. п., центрифугируя в 23 % градиенте 
Перкoлла. Суспензию субклеточных структур на-
слаивали на градиент Перкoлла, центрифугировали 
15 мин при 21 000 g, после этого наблюдали разделе-
ние на 3 фазы, oставляли нижний слoй митохoндрий 
и ресуспендирoвали средoй выделения. Следую-
щую «прoмывку» митoхондрий осуществляли путем 
центрифугирoвания в течение 10 мин при 15 000 g, 
температура 0-2 °C. Полученные митохондриальные 
образцы до анализа хранили при - 80 °C. Перед про-
ведением анализа образцы разводили до концентра-
ции белка 6 г/л [9]. В митохондриальных образцах 
с помощью тест-систем на ИФА-анализаторе (Infinite 
F50 Tecan, Austria) определяли концентрации: цито-
хрома С (нг/мг белка) (Bioscience, Austria), AIF (пг/мг 
белка), Bcl-2 (пг/мг белка) (Cloud- CloneCorp., China) 
и кальция (мМ/мг белка) (Абрис, Россия), белка (г/л) – 
биуретовым методом (Ольвекс Диагностикум, Россия) 
на автоматическом анализаторе ChemWell (Awareness 
Technology INC, USA).

Статистический анализ
Статистический анализ результатов проводили 

с помощью пакета программ Statistica 10.0. Распре-
деление нормальности оценивали с помощью кри-
терия Шапиро – Уилка (для малых выборок). Сравне-
ние количественных данных в группах (независимые 
выборки) проводили с использованием критериев 
Стьюдента и Манна – Уитни. Значение p < 0,05 было 
сохранено в качестве предела статистической значи-
мости. Данные таблиц представлены в виде M ± m, 
где M – среднее арифметическое значение, m – стан-
дартная ошибка среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Результаты изучения ряда показателей апоптоза 
в митохондриях клеток различных отделов толстой 
кишки мужчин представлены в таблице 1.

Установлено, что у мужчин в митохондриях клеток 
ткани опухоли прямой кишки уровень кальция был 
снижен относительно показателя в ткани прямой 
кишки по линии резекции в 1,4 раза (p < 0,05). При 
этом уровень Bcl-2, цитохрома С и AIF, напротив, был 
повышен в 1,4 (p < 0,05), 1,8 (p < 0,05) и 2,3 раза соот-
ветственно. В митохондриях клеток ткани опухоли 
левой половины толстой кишки у мужчин уровень 
кальция был снижен относительно показателя в тка-
ни левой половины толстой кишки по линии резек-
ции в 3,2 раза, а уровень Bcl-2, цитохрома С и AIF, 
напротив, был повышен в 1,4 (p < 0,05), 1,6 (p < 0,05) 
и 1,6 раза (p < 0,05) соответственно. В митохондриях 
клеток ткани опухоли правой половины толстой киш-
ки уровень кальция и Bcl-2 не имел статистически 
значимых отличий от соответствующих показателей 
в ткани правой половины толстой кишки по линии 
резекции. Уровень цитохрома С и AIF в 2,0 и 3,1 раза 
соответственно превосходил показатели в ткани пра-
вой половины толстой кишки по линии резекции.

Результаты изучения уровня ряда показателей 
апоп тоза в митохондриях различных отделов толстой 
кишки женщин представлены в таблице 2.

Обнаружено, что у женщин в митохондриях клеток 
ткани опухоли прямой кишки уровень кальция был 
снижен относительно показателя в ткани прямой 
кишки по линии резекции в 1,5 раза (p < 0,05). Уро-
вень Bcl-2, цитохрома С и AIF, при этом, был повышен 
в 1,5 (p < 0,05), 2,9 и 2,1 раза соответственно. В мито-
хондриях ткани опухоли левой половины толстой 
кишки уровень кальция был снижен относительно 
показателя в ткани левой половины толстой кишки 
по линии резекции в 1,6 раза (p < 0,05), уровни Bcl-2 
и цитохрома С не имели статистически значимых 
отличий от показателя по линии резекции, а AIF был 
повышен в 2,7 раза. У женщин в митохондриях клеток 
ткани опухоли правой половины толстой кишки уро-
вень кальция и Bcl-2 не имел статистически значимых 
отличий от показателя в ткани по линии резекции, 
а уровень цитохрома С и AIF в 2,0 и 1,7 раза (p < 0,05) 
соответственно превосходил показатели в ткани пра-
вой половины толстой кишки по линии резекции.

При анализе приведенных результатов выявлена 
схожесть метаболического состояния митохондрий 
ткани опухоли различных отделов толстой кишки 
мужчин и женщин, заключающаяся в сниженном 
(прямая кишка и левая половина толстой кишки) 
или неизменном (правая половина толстой кишки) 
уровне кальция, повышенном (прямая кишка мужчин 
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Таблица 2. Некоторые показатели апоптоза в митохондриях клеток толстой кишки женщин
Table 2. Some indicators of apoptosis in the mitochondria of colon cells in women

Показатели / 
Parameters

Кальций, мМ/мг белка 
/ Calcium,  mM/mg of 

protein

Bcl-2, пг/мг белка / 
Bcl-2, pg/mg of protein

Цитохром С, пг/мг белка / 
Cytochrome C, pg/mg 

protein

AIF, пг/мг белка / 
AIF, pg/mg of protein

Прямая кишка / Rectum

Ткань кишки / 
Intestinal tissue 0,166 ± 0,01 36,0 ± 1,98 2,4 ± 0,16 381,4 ± 30,91

Ткань опухоли / 
Cancer tissue

0,11 ± 0,007 
p = 0,0007

52,5 ± 3,1 
p = 0,0016

7,0 ± 0,65 
p = 0,0000

817,7 ± 49,95 
p = 0,0000

Левая половина / Left half

Ткань кишки / 
Intestinal tissue 0,261 ± 0,015 45,5 ± 2,62 5,1 ± 0,31 403,7 ± 28,87

Ткань опухоли / 
Cancer tissue

0,167 ± 0,01 
p = 0,0000 46,5 ± 3,91 4,7 ± 0,33 1086,9 ± 69,85 

p = 0,0000

Правая половина / Right half

Ткань кишки / 
Intestinal tissue 0,369 ± 0,03 45,3 ± 2,71 2,9 ± 0,25 426,4 ± 39,06

Ткань опухоли / 
Cancer tissue 0,343 ± 0,03 45,4 ± 2,34 5,8 ± 0,56 

p = 0,0000
716,4 ± 85,29 
p = 0,0044

Примечание: p – статистически значимые различия по отношению к показателю в соответствующей ткани кишки.
Note: p is a statistically significant difference in relation to the indicator in the corresponding intestinal tissue.

Таблица 1. Некоторые показатели апоптоза в митохондриях клеток толстой кишки мужчин
Table 1. Some indicators of apoptosis in the mitochondria of colon cells in males

Показатели / 
Parameters

Кальций, мМ/мг белка 
/ Calcium,  mM/mg of 

protein

Bcl-2, пг/мг белка / 
Bcl-2, pg/mg of protein

Цитохром С, пг/мг белка / 
Cytochrome C, pg/mg 

protein

AIF, пг/мг белка / 
AIF, pg/mg of protein

Прямая кишка / Rectum

Ткань кишки / 
Intestinal tissue 0,284 ± 0,01 36,5 ± 2,83 3,9 ± 0,14 237,7 ± 14,07

Ткань опухоли / 
Cancer tissue

0,197 ± 0,01
p = 0,0000

52,4 ± 3,89
p = 0,0000

7,2 ± 0,35
p = 0,0000

539,3 ± 37,64
p = 0,0000

Левая половина / Left half

Ткань кишки / 
Intestinal tissue 0,584 ± 0,03 46,1 ± 3,24 4,9 ± 0,2 451,5 ± 20,76

Ткань опухоли / 
Cancer tissue

0,184 ± 0,01
p = 0,0000

66,1 ± 3,15
p = 0,0000

7,7 ± 0,41
p = 0,0000

739,9 ± 54,44
p = 0,0000

Правая половина / Right half

Ткань кишки / 
Intestinal tissue 0,195 ± 0,01 39,4 ± 3,43 5,1 ± 0,37 176,8 ± 8,88

Ткань опухоли / 
Cancer tissue 0,169 ± 0,009 39,6 ± 4,05 10,4 ± 0,72

p = 0,0000
541,4 ± 30,25
p = 0,0000

Примечание: p – статистически значимые различия по отношению к показателю в соответствующей ткани кишки.
Note: p is a statistically significant difference in relation to the indicator in the corresponding intestinal tissue.
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и женщин и левая половина толстой кишки мужчин) 
или неизменном (правая половина мужчин и жен-
щин и левая половина толстой кишки женщин) 
уровня Bcl-2, повышенном уровне цитохрома С и по-
вышенном во всех образцах митохондрий ткани опу-
холи содержании AIF.

ОБСУЖДЕНИЕ

Злокачественные опухоли характеризуются вы-
сокой скоростью пролиферации и сопутствующим 
повышенным энергетическим метаболизмом. Хотя 
повышенный гликолиз является общепризнанным 
признаком выработки энергии при раке, считается, 
что важную роль играют митохондрии, влияющие 
на энергетический баланс злокачественных клеток. 
Действительно, возникновение дисфункции мито-
хондрий, вызванной раком, было установлено во 
многих исследованиях. В частности, трансформации 
злокачественных клеток были связаны с мутациями 
митохондриальной ДНК, влияющими на активность 
«дыхательных» белков и антиапоптотических бел-
ков [11], изменениями в мембранном потенциале 
митохондрий и образованием активных форм кисло-
рода [12–14]. Сообщалось также о других связанных 
с раком изменениях метаболических и сигнальных 
функций митохондрий [15]. Митохондрии и мито-
хондриальные белки представляют собой важные 
маркеры рака и мишени для противораковых пре-
паратов [16].

Кальций, важнейший вторичный мессенджер 
в клетках, контролирует множество клеточных 
функций, в том числе гибель клеток. Концентрация 
кальция варьируется в разных клеточных компарт-
ментах. Злокачественные клетки характеризуются 
изменениями в функциях кальциевых каналов, насо-
сов и связывающих белков, что приводит к повыше-
нию концентрации кальция, превышающей пределы, 
наблюдаемые в здоровых клетках. Избыток кальция 
способствует росту клеток и злокачественному пере-
рождению. Центральная роль кальция в апоптозе 
связана с его влиянием на ключевые молекулярные 
события и сигнальные пути, определяющие судьбу 
клетки [17]. Митохондрии, которые имеют важней-
шее значение в управлении апоптозом, зависят от 
кальция в своих функциях, включая выработку энер-
гии и метаболическую активность. В нормальных 
клетках, когда уровень кальция в митохондриях пре-
вышает норму, это может привести к сбоям в работе 
митохондрий и стрессу, что в свою очередь приводит 
к апоптозу [18]. Это происходит из-за высвобожде-
ния специфических белков, таких как цитохром С, 
которые запускают цепную реакцию, приводящую 
к гибели клетки. Раковые клетки часто адаптируют 

свои физиологические процессы, чтобы избежать 
апоптоза. Один из способов для этого – регулирова-
ние уровня кальция в митохондриях. Злокачествен-
ные клетки достигают этого за счет сверхэкспрессии 
белков, которые выводят кальций из митохондрий, 
подавляя белки, которые способствуют проникнове-
нию кальция [19]. Подавляя избыток кальция в мито-
хондриях, раковые клетки могут обойти механизм 
апоптоза, тем самым способствуя своему дальней-
шему существованию и размножению. Блокируя из-
быток кальция в митохондриях и, тем самым, избегая 
митохондриальный стресс и дисфункцию, злокаче-
ственные клетки могут поддерживать нормальную 
работу своих митохондрий. Это включает в себя цикл 
трикарбоновых кислот (ЦТК) – важнейший метабо-
лический путь, протекающий в митохондриях [17].

Как показали наши результаты, только в образ-
цах митохондрий ткани опухоли правой половины 
толстой кишки, как мужчин, так и женщин уровень 
кальция не имел статистически значимых отличий 
от показателей в соответствующей ткани по линии 
резекции, тогда как в остальных исследуемых об-
разцах митохондрий ткани опухоли (прямой кишки 
и левой половины толстой кишки) уровень кальция 
был значимо снижен от 1,4 раза до 3,2 раза.

Известно, что Bcl-2 напрямую взаимодействует 
с рецептором инозитола 1,4,5-трифосфата (IP3R), 
приводя к колебаниям кальция, способствующим 
выживанию, предотвращая апоптоз и апоптическое 
высвобождение кальция [20]. Bcl-2 точно регулирует 
поглощение кальция митохондриями, избегая чрез-
мерного уровня кальция в митохондриях, а также 
может «привлекать» дополнительные белки, которые 
оказывают косвенное влияние на IP3R [21]. Во многих 
случаях рака повышенная экспрессия Bcl-2 помогает 
раковым клеткам избежать клеточной гибели, что 
делает нацеливание на Bcl-2 привлекательной про-
тивоопухолевой стратегией [22].

Во внутреннем пути апоптоза семейство белков 
Bcl-2 играет ключевую роль в определении реше-
ния подвергнуться апоптозу или нет. Первым иден-
тифицированным членом семейства Bcl-2 был ген 
В-клеточной лимфомы-2, способствующий выжива-
нию (Bcl-2), который, как было обнаружено, часто 
амплифицируется при лимфомах в результате онко-
генной транслокации. Вскоре было обнаружено, 
что этот белок способствует выживанию раковых 
клеток путем предотвращения апоптоза. Антиапо-
птотические белки Bcl-2 могут ингибировать апоптоз 
двумя способами: либо напрямую взаимодействуя 
с BAX/BAK и подавляя их активацию, либо связы-
вая белки- активаторы BH3 домена, которые пред-
отвращают олигомеризацию BAX и BAK. Согласно 
другой «косвенной» модели, белки миметики BH3 
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не взаимодействуют напрямую с BAX/BAK, а вместо 
этого связываются с антиапоптотическими белками 
и нейтрализуют их, высвобождая BAX/BAK и позволяя 
сформировать пору [22, 23].

Нами обнаружено повышение в 1,4–2,0 раза 
уровня Bcl-2 в образцах трех из шести изученных 
локализаций – митохондрий опухоли прямой кишки 
мужчин и женщин и левой половины толстой кишки 
мужчин. В остальных образцах трех локализаций уро-
вень Bcl-2 соответствовал его содержанию в соот-
ветствующей ткани по линии резекции. Это снова 
касалось митохондрий правой половины толстой 
кишки мужчин и женщин и добавочно митохондрий 
опухоли левой половины толстой кишки женщин. 
Обращает внимание, что в митохондриях опухоли 
правой половины толстой кишки и мужчин, и жен-
щин уровень как кальция, так и Bcl-2 одновременно 
не имел значимых отличий от показателя в митохон-
дриях соответствующей ткани по линии резекции.

Повышенная экспрессия белков Bcl-2, способству-
ющих выживанию, обнаружена при нескольких типах 
рака. Это увеличение может быть достигнуто не-
сколькими механизмами, включая посттранскрипци-
онные и посттрансляционные модификации [24,  25]. 
Учитывая частые изменения в семействе Bcl-2, кото-
рые происходят при КРР, в различных исследованиях 
оценивался потенциал разных членов этого семей-
ства в качестве прогностических биомаркеров этого 
заболевания. Однако из-за сложных взаимодействий 
различных регуляторов этого пути ни один из белков 
сам по себе не может достоверно предсказать клини-
ческую реакцию на терапию. По этой причине в ис-
следовании использовалась вычислительная модель, 
которая отражает динамическую регуляцию MOMP 
белками Bcl-2, чтобы успешно выявлять пациентов 
с КРР высокого риска [26]. Это подчеркивает важ-
ность различных взаимодействий между членами 
семейства Bcl-2, которые играют не последнюю роль 
в определении прогрессирования опухоли и реакции 
на терапию. L. Xu и соавт. показали, что сверхэкс-
прессия Bcl-2 блокирует апоптоз в раковых клетках 
яичников человека [27].

Проницаемость внешней мембраны митохондрий 
считается точкой невозврата в запуске внутреннего 
пути апоптоза [28]. Одним из его прямых послед-
ствий является отток цитохрома С из межмембран-
ного пространства митохондрий в цитоплазму. 
Снижение уровня цитохрома С было обнаружено 
в раковых тканях, что свидетельствует об ингибиро-
вании апоптоза [29].

Цитохром С выполняет как жизнеобеспечиваю-
щие, так и связанные с клеточной смертью функ-
ции в зависимости от субклеточной локализации. 
В митохондриях он действует как переносчик одного 

электрона в составе цепи переноса электронов. По-
падая в цитозоль после повреждения клетки, цито-
хром С запускает сборку апоптосомы, приводящую 
к внутреннему апоптозу. Из-за этих двой ственных 
функций цитохром С требует строгого контроля со 
стороны клетки, включая посттрансляционные моди-
фикации, такие как фосфорилирование и ацетили-
рование. Цитохром С действует в точке перехода на 
путь дыхания, способствующего выживанию клеток, 
и путь апоптоза, способствующего смерти, его эффект 
зависит от субклеточной локализации белка и, следо-
вательно, является идеальной регуляторной мише-
нью [30]. Было показано, что цитохром С, имеющий 
решающее значение для физиологического функ-
ционирования митохондрий, обладает тканеспеци-
фическими посттрансляционными модификациями, 
которые реагируют на ишемически- реперфузионное 
повреждение.

Однако определение уровня цитохрома С в ткани 
опухоли и митохондриях опухоли несопоставимы, 
так как в митохондриях этот многоплановый белок 
имеет прямое отношение к процессу дыхания и окис-
лительному фосфорилированию.

В нашем исследовании уровень цитохрома С был 
повышен практически во всех образцах митохондрий 
ткани опухоли относительно показателя в митохон-
дриях соответствующей ткани, за исключением левой 
половины толстой кишки у женщин.

В межмембранном пространстве митохондрий 
основная роль цитохрома С заключается в пере-
даче одиночных электронов от комплекса III к ком-
плексу IV (цитохром С оксидаза, циклооксигеназа) 
как части цепи переноса электронов [31]. Это запу-
скает процесс окислительного фосфорилирования 
(OxPhos), приводящий к выработке АТФ. Цитохром 
С также выполняет другие функции поддержания 
жизни, включая поглощение активных форм кислоро-
да (АФК) и импорт окислительно- восстановительных 
белков [30]. Во время гибели клеток высвобожде-
ние цитохрома С из митохондрий в цитозоль при-
водит клетку к внутреннему апоптозу, тем самым 
подчеркивая функцию цитохрома С либо как под-
держивающего жизнь, либо как проапоптотического 
белка в зависимости от его субклеточной локали-
зации. В цитозоле цитохром С связывает фактор-1, 
активирующий протеазу апоптоза (Apaf-1), формируя 
апоптосому [32]. Однако сублетальное высвобожде-
ние цитохрома С может снизить чувствительность 
клетки к апоптозу [33]. Также было показано, что 
повреждение ДНК индуцирует транслокацию цито-
хрома С в ядро [34]. Учитывая эти важные процес-
сы, цитохром С в значительной степени регулиру-
ется АТФ, экспрессией тканеспецифичных изоформ 
и посттрансляционными модификациями [35].
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Фактор, вызывающий апоптоз – AIF, который со-
держится в митохондриях нормальных здоровых кле-
ток, является первым идентифицированным незави-
симым от каспаз фактором клеточной гибели. Более 
того, AIF необходим для оптимального функциони-
рования дыхательной цепи митохондрий. В дополне-
ние к его хорошо известной, но все еще изучаемой 
проапоптотической функции, которая также связана 
с его недавно обнаруженной внутренней нуклеазной 
активностью [36].

AIF играет важную роль в эффективном окисли-
тельном фосфорилировании – OXPHOS [37], связан-
ном с образованием высокостабильного комплекса 
с переносом заряда FADH – NAD+ (CT). Образование 
комплекса CT запускает конформационные пере-
стройки, включая высвобождение С-петли (остат-
ков 509–561 С-концевого домена) из ядра белка, 
приводящее к димеризации AIF, что предполагает 
возможную роль белка в качестве окислительно- 
восстановительного сенсора в межмембранном 
пространстве митохондрий [38–41].

Такая гипотеза подтверждается открытием взаи-
модействия между AIF и CHCHD4 (ортологом дрож-
жевого белка Mia40), важнейшим компонентом 
регулируемого окислительно- восстановительными 
процессами механизма MIA, отвечающего за импорт 
и сборку различных белков, включая субстраты, 
участвующие в биогенезе комплексов дыхательной 
цепи [42]. Таким образом, истощение AIF связано 
с дефектами дыхательной цепи в сочетании с пост-

трансляционной понижающей регуляцией комплек-
сов дыхательной цепи I, III и VI. На сегодняшний день 
было обнаружено более 20 миссенс- мутаций в гене 
AIFM1, которые являются причиной нескольких забо-
леваний, девять из которых были зарегистрированы 
как митохондриальные нарушения [43, 44].

В нашем исследовании уровень AIF был повышен 
в 1,6–3,1 раза во всех исследуемых образцах мито-
хондрий ткани опухоли толстой кишки вне зависи-
мости от локализации и пола больных.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Впервые проведено исследование факторов апо-
птоза в митохондриях клеток различных отделов тол-
стой кишки больных обоего пола, которое показало 
увеличение концентраций цитохрома С, белков AIF 
и Bcl-2, снижение кальция в образцах КРР как у муж-
чин, так и женщин, за некоторым исключением для 
право- и левостороннего КРР. Полученные результаты 
расширяют теоретические представления о мито-
хондриальном сигнальном пути апоптоза, выявляют 
особенности митохондриального метаболизма зло-
качественных клеток аденокарциномы кишки с уче-
том многопрофильности апоптотических факторов, 
а именно влияния на процессы дыхания и энергети-
ки, и открывают потенциальные возможности более 
точной клинической оценки критериев, вовлеченных 
в процесс прогрессии КРР, и новых подходов к лекар-
ственной терапии этого заболевания.
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