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Резюме

Цель исследования. Изучить показатели апоптоза в митохондриях клеток коры головного мозга мышей‑ самок линии 
С57ВL/6 в динамике роста меланомы В16/F10, а также в процессе роста меланомы В16/F10 на фоне коморбидной пато-
логии – хронической нейрогенной боли.
Материалы и методы. В эксперименте использовали мышей‑ самок (n = 168) линии С57ВL/6. Группы: интактная (n = 21); 
контрольная (n = 21) – создание модели хронической нейрогенной боли (ХНБ); группа сравнения (n = 63) – подкожная 
трансплантация меланомы B16/F10; основная группа (ХНБ + B16/F10) (n = 63). В образцах митохондрий методом ИФА 
определяли концентрацию: цитохрома С (нг/мг белка), каспазы 9 (нг/мг белка), регулятор апоптоза (Bcl‑2) (нг/мг белка), 
апоптоз индуцирующий фактор (AIF) (нг/мг белка), кальция (Са 2+) (мМоль/г белка). Статистический анализ – Statistica 10.0.
Результаты. Через 1 неделю роста опухоли на фоне коморбидной патологии ХНБ уровень кальция в митохондриях коры 
головного мозга животных был в 1,4 раза выше (р < 0,05), чем в этот же срок в группе сравнения, а через 2 недели снизился 
в 80,1 раза и через 3 недели – в 37,7 раза соответственно. Уровень AIF при росте меланомы на фоне ХНБ по сравнению со 
значениями в группе сравнения был ниже на 1 и 3 неделях в 25 раз и в 1,8 раза (р < 0,05). Более высокие значения Вcl‑2 
были в группе ХНБ + B16/F10 на 2 и 3 неделях в 2 раза и 1,4 раза (р < 0,05) соответственно. Уровень цитохрома С был ниже 
при росте опухоли на фоне ХНБ 1–3 неделях в 3,2 раза, 1,5 раза (р < 0,05) и 2,8 раза соответственно. Уровень каспазы 9 
при росте меланомы на фоне ХНБ через 3 недели превышал значения в группе сравнения в 2,6 раза.
Заключение. Сочетание ХНБ и меланомы в организме животного на начальном этапе злокачественного процесса способ-
ствуют накоплению кальция и подавлению AIF и цитохрома С в митохондриях коры головного мозга. К терминальному 
этапу роста опухоли на фоне коморбидной патологии (ХНБ) формируется супрессия большинства звеньев дыхательной 
цепи митохондрий клеток коры головного мозга.
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Abstract

Purpose of the study. To analyze the apoptosis indicators in mitochondria of brain cortex cells in female С57ВL/6 mice in the 
dynamics of B16/F10 melanoma growth alone and in combination with comorbidity, i.e. chronic neurogenic pain.
Materials and methods. Female С57ВL/6 mice (n = 168) were used in the experiment. Groups accounted: intact group (n = 21); 
control group (n = 21) with a model of chronic neurogenic pain (CNP); comparison group (n = 63) with B16/F10 melanoma 
transplanted subcutaneously; main group (CNP + B16/F10) (n = 63). Levels of cytochrome C (ng/mg protein), caspase 9 (ng/mg 
protein), Bcl‑2 (ng/mg protein), AIF (ng/mg protein), calcium (Ca 2+) (mMol/g protein) were measured by ELISA in mitochondrial 
samples. Statistical analysis was performed using the Statistica 10.0 program.
Results. In a week of the tumor growth in presence of comorbidity, i.e. CNP, levels of calcium in murine brain cortex mitochondria 
were 1.4 times higher (p < 0.05) than in the comparison group at the same time; in 2 weeks the levels declined by 80.1 times and 
after 3 weeks declined by 37.7 times. Compared to the values in the comparison group AIF levels in animals with CNP+B16/F10 
were lower by 25 and 1.8 times (p < 0.05) at weeks 1 and 3, respectively. Higher levels of Вcl‑2 in the group with CNP + B16/F10 
were registered at weeks 2 and 3 by 2 and 1.4 times (p < 0.05), respectively. Levels of cytochrome C were decreased in animals 
with CNP+B16/F10 at weeks 1–3 by 3.2, 1.5 (p < 0.05) and 2.8 times, respectively. Caspase 9 in CNP+B16/F10 after 3 weeks ex-
ceeded the values in the comparison group by 2.6 times.
Conclusions. Combination of CNP and melanoma at an early stage in the animal body promotes the accumulation of calcium and 
suppression of AIF and cytochrome C in mitochondria of the brain cortex. By the terminal stage of tumor growth in presence of 
comorbidity (CNP), suppression of most units of the respiratory chain of mitochondria of brain cortex cells is formed.
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АКТУАЛЬНОСТЬ

Одним из наиболее частых и изнурительных 
осложнений злокачественного процесса является 
поражение нервной системы, при этом почти 45 % та-
ких пациентов нуждаются в оценке неврологической 
проблемы. Неврологические осложнения являются 
наиболее частой причиной экстренной госпитализа-
ции пациентов с онкологическими заболеваниями [1]. 
У онкологических больных обычно появляются сим-
птомы, вызванные нарушением нормальной функции 
центральной нервной системы (ЦНС). Потеря веса, 
слабость, утомляемость и снижение когнитивных 
функций часто возникают при злокачественных ново-
образованиях вне ЦНС и развиваются до начала про-
тивоопухолевой терапии [2]. В настоящее время не 
существует эффективных методов лечения симптомов 
рака, опосредованных ЦНС. Механизмы дисфункции 
ЦНС при злокачественном процессе все еще недо-
статочно изучены, в качестве дисфункционального 
фактора предполагается возникновение асептиче-
ского воспаления, через производство медиаторов 
воспаления в головном мозге [3].

Установлено, что с нейровоспалением и нейроде-
генеративными заболеваниями связана дисфункция 
митохондрий, но ее роль в качестве «движущей силы» 
этих процессов неясна. Также остается неясным, служат 
ли митохондрии «движущими силами» или «невин-
ными свидетелями» нейровоспаления, т.е. является 
ли повреждение митохондрий причиной или след-
ствием [4]. Митохондрии, расположенные в синапсах, 
играют ключевую роль в обеспечении энергией для 
поддержки синаптических функций и пластичности, 
поэтому их дефекты могут привести к синаптической 
недостаточности, что становится общим признаком 
нейровоспаления. Митохондрии выступают в каче-
стве клеточной системы производства энергии, выра-
батывают ключевые факторы во время воспаления 
и окисления, а также представляют собой основной 
источник активных форм кислорода и энергетических 
субстратов [5]. Поскольку потребность митохондрий 
клеток мозга в энергии выше по сравнению с другими 
тканями, тонкие изменения в производстве энергии 
митохондриями оказывают сильное влияние на мета-
болизм данного органа [6]. Митохондриальный мета-
болизм и аутофагия – два наиболее метаболически 
активных клеточных процесса, играющих важную роль 
в регулировании долголетия организма. Фактически, 
как митохондриальная дисфункция, так и снижение 
аутофагии ставят под угрозу клеточный гомеостаз 
и вызывают воспаление [7].

Цель исследования: изучить показатели апоптоза 
в митохондриях клеток коры головного мозга самок 
мышей линии С57ВL/6 в динамике роста меланомы 

В16/F10, а также в процессе роста меланомы В16/
F10 на фоне коморбидной патологии – хронической 
нейрогенной боли.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Работа выполнена на мышах‑ самках линии С57ВL/6 
(n = 168) 8 недельного возраста с начальной массой 
21–22 г. Животные были получены из ФГБУ МНИЦ На-
учный центр биомедицинских технологий «Андреев-
ка» ФМБА (Московская область). В работе использо-
вали клеточную линию мышиной меланомы В16/F10, 
метастазирующую в легкие. Опухолевый штамм полу-
чен из ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» 
Минздрава России. Работа с животными проводилась 
в соответствии с правилами «Европейской конвенции 
о защите животных, используемых в экспериментах» 
(Директива 86/609/ЕЕС) и Хельсинкской декларации, 
а также в соответствии с «Международными реко-
мендациями по проведению медико‑ биологических 
исследований с использованием животных» и при-
казом Минздрава России от 19 июня 2003 г. № 267 
«Об утверждении правил лабораторной практики». 
Животные содержались при естественном режиме 
освещения со свободным доступом к воде и пище. 
Комиссией по биоэтике ФГБУ «НМИЦ онкологии» 
Минздрава России от 31.05.2018 г., был одобрен 
протокол исследования (протокол этического коми-
тета № 2). Манипуляции с животными производили 
в боксе с соблюдением общепринятых правил асеп-
тики и антисептики.

Животные (n = 168) были распределены методом 
случайной выборки на следующие экспериментальные 
группы: интактная группа (n = 21), контрольная группа 
(n = 21) – воспроизведение модели хронической нейро-
генной боли (ХНБ) [8; 9]. Группа сравнения (n = 63) – 
мыши со стандартной подкожной перевивкой мела-
номы (В16/F10), основная группа (n = 63) (ХНБ+В16/
F10) – мыши, которым меланому перевивали через 3 
недели после создания модели ХНБ.

Мышам основной группы (ХНБ+В16/F10) осуще-
ствляли перевязку седалищного нерва с 2‑х сторон 
под ксила‑ золетиловым наркозом: ксилазин (пре-
парат Ксила) внутримышечно, в дозе 0,05 мл/кг 
(по инструкции), через 10 минут вводили Золетил‑50 
в дозе 10 мг/100 г. Через 3 недели после заживления 
операционной раны подкожно под правую лопатку 
вводили 0,5 мл взвеси опухолевых клеток меланомы 
В16/F10 в физиологическом растворе в разведении 
1:10. Животным из группы сравнения транспланти-
ровали меланому В16/F10 подкожно в той же дозе 
и объёме, что и в основной группе, но без воспроиз-
ведения модели хронической боли. Декапитировали 
мышей на гильотине. Животных из основной группы 



13

Исследования и практика в медицине 2022, Т.  9, № 2, С. 10-20
Франциянц Е. М., Нескубина И. В.�, Черярина Н. Д., Сурикова Е. И., Шихлярова А. И., Бандовкина В. А., Немашкалова Л. А., Каплиева И. В., Трепитаки Л. К., 

Качесова П. С. / Содержание факторов апоптоза в митохондриях клеток коры головного мозга самок мышей С57ВL/6 в динамике роста меланомы В16/F10 на фоне 
хронической нейрогенной боли

и группы сравнения декапитировали в следующие 
сроки роста экспериментальной меланомы В16/F10: 
1‑я неделя – 7 день роста, 2‑я неделя – 14 день роста 
и 3‑я неделя – 21 день роста.

После декапитации у животных с использованием 
хладагентов быстро извлекали мозг и выделяли из 
коры головного мозга митохондрии по методу Егоро-
вой М. В., Афанасьева С. А. (2011) [10] с применением 
дифференциального центрифугирования на высоко-
скоростной рефрижераторной центрифуге Avanti J‑E, 
BECMAN COULTER, USA. Ткани промывали ледяным 
0,9 % раствором KCl. Для разрушения межклеточных 
связей, клеточной стенки и плазматических мембран 
применяли механическую обработку тканей с измель-
чением ножницами и гомогенизацией в стеклянном 
гомогенизаторе с тефлоновым пестиком (гомогени-
затор Поттера‑ Эльвегейма). На каждый грамм ткани 
добавляли по 10 мл среды выделения (0,22 М манни-
тол, 0,3 М сахароза, 1мМ ЭДТА, 2 мМ TRIS‑HCL, 10мМ 
HEPES, pH 7,4). Ткани гомогенизировали и центри-
фугировали первый раз 10 минут при скорости 1000 
g, температура 0–2 °C, второе и третье центрифугиро-
вание осуществляется при 20000 g, 20 минут, темпера-
тура 0–2 °C. Между центрифугированием проводили 
процедуру ресуспендирования осадка митохондрий 
в среде выделения. Митохондрии дополнительно 
очищали от лизосом, пероксисом, меланосом и т.п., 
центрифугируя в 23 % градиенте Перколла. Суспензию 
субклеточных структур наслаивали на градиент Пер-
колла, центрифугировали 15 минут при 21000 g, после 
этого наблюдалось разделение на 3 фазы, оставляли 
нижний слой митохондрий и ресуспендировали сре-
дой выделения. Следующую промывку митохондрий 
осуществляли путем центрифугирования в течение 10 
минут при 15000 g, температура 0–2 °C. Полученные 
митохондриальные образцы (концентрация белка 
4–6 г/л) до анализа хранили при -80ºС в среде выде-
ления. В митохондриальных образцах с помощью 
тест‑систем на ИФА‑анализаторе (Infinite F50 Tecan, 
Austria) определяли концентрацию: цитохрома С (нг/
мг белка), каспазы‑9 (нг/мг белка) (Bioscience, Austria); 
регулятор апоптоза (Bcl‑2) (нг/мг белка) (Thermo Fisher 
Scientific, Austria); апоптоз индуцирующий фактор 
(AIF) (нг/мг белка) (RayBiotech, USA); кальция (Са 2+) 
(мМоль/г белка) (Абрис, Россия) и концентрацию 
белка в мг/мл – биуретовым методом (Ольвекс Диа-
гностикум, Россия) на автоматическом анализаторе 
ChemWell (Awareness Technology INC, USA).

Статистический анализ результатов проводили 
с помощью пакета программ Statistica 10.0. Получен-
ные данные подвергали анализу на соответствие рас-
пределения признаков нормальному закону распре-
деления с использованием критерия Шапиро‑ Уилка 
(для малых выборок). Сравнение количественных 

данных в группах (независимые выборки) проводи-
ли с использованием критерия Краскела‑ Уоллиса 
(множественные сравнения). Данные таблиц пред-
ставлены в виде M ± m, где M – среднее арифмети-
ческое значение, m – стандартная ошибка среднего, 
за уровень статистической значимости в случае трех 
сравниваемых групп принимали р < 0,0017, а для 
четырех групп р < 0,0085. Полученные результаты 
статистически обрабатывали с соблюдением общих 
рекомендаций для медицинских исследований.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Прежде всего, представляло интерес изучение фак-
торов апоптоза в митохондриях клеток коры голов-
ного мозга при ХНБ (табл. 1). Найдено, что уровень 
кальция был снижен в 1,4 раза (р < 0,05), каспазы 9 – 
в 4,4 раза. При этом повышенным оказался уровень 
AIF в 7,2 раза, Вcl‑2 – в 1,3 раза (р < 0,05) и цитохрома 
С – в 1,9 раза (р < 0,05).

Далее изучили динамику факторов апоптоза в ми-
тохондриях клеток коры головного мозга при изо-
лированном развитии меланомы В16/F10 у мышей 
(группа сравнения). Обнаружено, что уровень каль-
ция через 1 и 2 недели роста опухоли был в среднем 
в 3,2 раза выше, чем в митохондриях коры головного 
мозга интактных животных, а через 3 недели сни-
зился в 2,1 раза относительно предыдущего срока 
исследования, но оставался в 1,4 раза (р < 0,05) выше 
показателя у интактных животных. Уровень AIF резко 
увеличился через 1 неделю роста опухоли в 17,6 раза, 
а через 2 недели отмечали падение до нормаль-
ных значений и незначительный подъем в 1,4 раза 
(р < 0,05) к 3 недели эксперимента. Уровень Вcl‑2 
повысился относительно нормы через 1 неделю в 1,3 
раза (р < 0,05), через 2 недели был ниже нормы в 1,7 
раза (р < 0,05) и продолжал снижаться через 3 недели, 
в результате чего уровень Bcl‑2 стал в 2,6 раза ниже 
значений у интактных мышей и в 1,6 раза (р < 0,05) 
предыдущего срока. Уровень цитохрома С в митохон-
дриях коры головного мозга через 1 неделю роста 
меланомы повысился в 2,7 раза относительно кон-
трольных величин, а затем на следующих неделях 
роста опухоли вернулся к значениям у интактных 
животных. Уровень каспазы 9 в митохондриях коры 
головного мозга мышей был снижен на протяжении 
всего срока исследования в среднем в 2,0 раза.

Известно, что болевой синдром присутствует у он-
кологических больных [11]. В данном эксперименте 
использовали хроническую нейрогенную боль (ХНБ), 
вызванную двусторонней перевязкой седалищных 
нервов, в качестве коморбидной патологии, предше-
ствующей возникновению злокачественного процесса. 
Ранее было показано, что ХНБ способна не только сти-
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мулировать рост экспериментальной меланомы, это 
проявлялось в более раннем выходе опухоли и мета-
стазировании по сравнению со стандартным ростом 
меланомы (у самок метастазы появлялись в легких, 
печени, селезенке и нетрадициоонных сайтах, в частно-
сти в матке), а также сокращению сроков жизни живот-
ных [9], но и отменять генетически детерминированное 
ингибирование роста злокачественной опухоли [12].

Через 1 неделю после перевивки опухоли на фоне 
ХНБ уровень кальция в митохондриях коры головного 

мозга самок мышей вырос в 6,5 раза относительно 
величин у мышей контрольной группы (ХНБ) и был 
в 1,4 раза (р < 0,05) выше, чем в этот же срок при 
изолированном росте меланомы. В последующие 
сроки исследования в митохондриях коры головно-
го мозга мышей с меланомой на фоне ХНБ уровень 
кальция снижался до мало определяемых значений 
и значимо отличался от показателей в группе срав-
нения – через 2 недели был ниже в 80,1 раза, через 3 
недели в 37,7 раза. Уровень AIF в митохондриях коры 

Таблица 1. Концентрация факторов апоптоза в митохондриях клеток коры головного мозга самок мышей в динамике 
роста меланомы В16/F10 и меланомы В16/F10 сопряженной с коморбидной патологией
Table 1. Concentration of apoptosis factors in the cortical mitochondria of female mice in the growth dynamics of melanoma 
B16/F10 and melanoma B16/F10 associated with comorbidity pathology

Са2+

мМоль/г белка / 
Са2+ 

mMol/g protein 

AIF
нг/мг белка /

 AIF ng/mg protein 

Bcl‑2
нг/мг белка /

Bcl‑2
ng/mg protein 

Цитохром С
нг/мг белка /
Cytochrome C 
ng/mg protein 

Каспаза 9
нг/мг белка /

Caspase 9 
ng/mg protein 

Интакная 
группа / 
Intact group

0,263 ± 0,0144 22,044 ± 2,092 82,937 ± 2,455 5,05 ± 0,334 0,457 ± 0,027

Контрольная 
группа (ХНБ) / 
Control group 
(CNP)

0,192 ± 0,00971

р1 = 0,0015
159,37 ± 6,0391

р1 = 0,0000
107,391 ± 3,7381

р1 = 0,0001
9,72 ± 0,3661

р1 = 0,0000
0,103 ± 0,0091

р1 = 0,0000

Рост меланомы В16/F10 (группа сравнения) / Melanoma growth B16/F10 (comparison group)

1 неделя / 
1st week

0,868 ± 0,03991

р1 = 0,0000
388,6 ± 13,8901

р1 = 0,0000
107,392 ± 3,7871

р1 = 0,0001
13,698 ± 0,8391

р1 = 0,0000
0,191 ± 0,0141

р1 = 0,0000

2 неделя / 
2nd week

0,801 ± 0,05221

р1 = 0,0000
22,222 ± 2,1963

р3 = 0,0000

49,476 ± 2,6891,3

р1 = 0,0000
р3 = 0,0000

4,495 ± 0,5683

р3 = 0,0000
0,231 ± 0,0171

р1 = 0,0000

3 неделя / 
3rd week

0,377 ± 0,01951,3

р1 = 0,0005
р3 = 0,0000

31,289 ± 2,6681

р1 = 0,0184

31,688 ± 3,1721,3

р1 = 0,00000
р3 = 0,00107

5,613 ± 0,431 0,231 ± 0,0171

р1 = 0,0000

ХНБ + рост меланомы В16/F10 (основная группа) / CNP + melanoma B16/F10 growth (main group)

1 неделя / 
1st week 

1,248 ± 0,03892,4

р2 = 0,0000
р4 = 0,0000

15,574 ± 2,5562,4

р2 = 0,0000
р4 = 0,0000

104,265 ± 3,849
4,334 ± 0,4512,4

р2 = 0,0000
р4 = 0,0000

0,231 ± 0,0172

р2 = 0,0000

2 неделя / 
2nd week

0,010 ± 0,00092,3,4

р2 = 0,0000
р3 = 0,0000
р4 = 0,0000

58,903 ± 4,4152,3,4

р2 = 0,0000
р3 = 0,0000
р4 = 0,0000

98,069 ± 5,0234

р4 = 0,0000
3,01 ± 0,3752

р2 = 0,0000
0,298 ± 0,0212

р2 = 0,0000

3 неделя / 
3rd week

0,010 ± 0,00092,4

р2 = 0,0000
р4 = 0,0000

17,212 ± 2,2382,3,4

р2 = 0,0000
р3 = 0,0000
р4 = 0,0019

44,994 ± 3,8332,3

р2 = 0,0000
р3 = 0,0000

2,022 ± 0,2802,4

р2 = 0,0000
р4 = 0,0000

0,596 ± 0,0312,3,4

р2 = 0,0000 р3 = 
0,0000

р4 = 0,0000

Примечание: статистически значимые различия 1 – по отношению к уровню в интактной группе; 2 – по отношению к уровню в группе ХНБ (контроль); 
3 – по отношению к уровню на предыдущем сроке исследования; 4 – по отношению к уровню в группе сравнения на соответствующем сроке роста 
опухоли. ХНБ – хроническая нейрогенная боль. Уровень статистической значимости при сравнении трех групп – 0,0017; при сравнении четырех групп 
– 0,0085.
Note: statistically significant differences 1 – in relation to the level in the intact group; 2 – in relation to the level in the CNP group (control); 3 – in relation 
to the level at the previous period of the study; 4 – in relation to the level in the comparison group at the corresponding period of tumor growth. CNP is a 
chronic neurogenic pain. The level of statistical significance when comparing the three groups is 0.0017; when comparing four groups is 0.0085.

Research and Practical Medicine Journal 2022, Vol. 9, No. 2, P. 10-20
Frantsiyants E. M., Neskubina I. V.�, Cheryarina N. D., Surikova E. I., Shikhlyarova A. I., Bandovkina V. A., Nemashkalova L. A., Kaplieva I. V., Trepitaki L. K., Kachesova P. S. / 
Levels of apoptosis factors in mitochondria of brain cortex cells in female С57ВL/6 mice in dynamics of B16/F10 melanoma growth combined with comorbidity   
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головного мозга в динамике роста опухоли на фоне 
ХНБ был снижен во все сроки исследования относи-
тельно контроля (ХНБ): через 1 неделю после пере-
вивки – в 10,2 раза, через 2 недели – в 2,7 раза, через 
3 недели – в 9,3 раза соответственно. По сравнению 
с изолированным ростом меланомы при наличии 
коморбидной патологии отмечались низкие уровни 
AIF на 1 и 3 неделях в 25 раз и в 1,8 раза (р < 0,05), 
а на 2 неделе – увеличение в 2,7 раза. Уровень Вcl‑2 
через 1 и 2 недели роста опухоли на фоне ХНБ не 
имел значимых отличий от соответствующего кон-
троля (ХНБ), а затем через 3 недели снизился в 2,4 
раза. Сравнивая изменения уровня Вcl‑2 между изо-
лированным ростом опухоли и ростом, сопряжен-
ным с ХНБ патологией, определили более высокие 
значения при наличии ХНБ на 2 неделе в 2,0 раза. 
Уровень цитохрома С по сравнению с контрольными 
значениями прогрессивно снижался в динамике роста 
меланомы на фоне ХНБ: через 1 неделю – в 2,2 раза, 
через 2 недели – в 3,2 раза, через 3 недели – в 4,8 
раза. При этом уровень цитохрома С на 1 и 3 неделях 
исследования был ниже показателя в митохондриях 
коры головного мозга животных группы сравнения 
в 3,2 раза и 2,8 раза соответственно. Уровень каспазы 
9 в митохондриях коры головного мозга мышей при 
росте меланомы на фоне коморбидной патологии – 
ХНБ был через 1 и 2 недели в среднем в 2,6 раза выше 
контрольных величин, а через 3 недели – в 5,8 раза 
и в этот же срок превышал значения при изолиро-
ванном росте опухоли в 2,6 раза.

Адекватная реакция организма на стресс включает 
в себя различные одновременные процессы, кото-
рые необходимы для соответствующей адаптации 
к стрессору. Все эти процессы вместе требуют зна-
чительных ресурсов, в том числе энергии в форме 
АТФ, синтезируемой в основном митохондриями. 
Митохондрии лидируют в биоэнергетике, обеспечи-
вая адаптацию к стрессу, и, следовательно, занимают 
центральное место в биологических реакциях клетки 
на стресс и сложных процессах в мозге, связанных со 
стрессом [13]. В то же время, сильный стресс может 
непосредственно влиять на митохондрии и прежде 
всего негативным образом [14].

Известно, что приток кальция в митохондрии 
необходим для их активации [15]. Кальций – чрез-
вычайно универсальный сигнальный ион, кодирую-
щий клеточные ответы на широкий спектр внешних 
раздражителей. В нейронах митохондрии могут нака-
пливать огромное количество кальция, в результате 
чего поглощение, секвестрация и высвобождение 
кальция митохондриями играют решающую роль 
в организации кальций‑ зависимых реакций, столь 
же разнообразных, как транскрипция генов и гибель 
клеток [16].

В настоящем исследовании обнаружено, что в ди-
намике стандартного роста меланомы В16/F10 у са-
мок мышей уровень кальция в митохондриях мозга 
в первые 2 недели резко возрастал в среднем в 3,2 
раза, затем несколько снижался, при этом превос-
ходил норму в 1,5 раза. Еще более резкое повышение 
уровня кальция найдено в митохондриях коры мозга 
мышей на 1 неделе роста меланомы на фоне комор-
бидной патологии – ХНБ – в 6,5 раза. Однако в этом 
случае через 2 и 3 недели отмечалось его существен-
ное падение ниже контрольных значений.

Установлено, что перенос кальция в митохондрии 
стимулирует биоэнергетику клетки, а активность 
митохондрий, регулируемая кальцием, необходи-
ма для возбудимых клеток, потребляющих много 
энергии [17]. Известен также факт существования 
зависимости нейронов от продукции митохондриаль-
ного АТФ для поддержания своей активности. Рядом 
авторов было показано, что проникновение кальция 
в митохондрии нейрональных клеток регулирует их 
энергетический метаболизм [18]. Активность нейро-
нов, как было обнаружено, зависит от потребления 
АТФ в синапсах, для быстрого стимулирования ней-
рональных сигналов [19].

Полагаем, что, полученные результаты в представ-
ленном исследовании свидетельствуют об активации 
митохондрий в первые 2 недели стандартного роста 
меланомы, а в случае роста меланомы на фоне ХНБ 
наблюдается переактивация с дальнейшим истоще-
нием ресурса кальция.

Фактор, индуцирующий апоптоз (AIF), – это белок, 
участвующий в сборке и стабильности митохондри-
альной цепи переноса электронов и запрограмми-
рованной гибели клеток. Важная, но в то же время 
двой ственная роль AIF подчеркивается, изменением 
свой ств митохондриального AIF при возникновении 
мутаций, приводящим к острым митохондриопа-
тиям и метастазам опухолей. Более того, подавле-
ние экспрессии AIF способствует метастазированию 
опухолевых клеток и коррелирует с плохим исходом 
у онкологических больных [20], а сверхэкспрессия AIF 
усугубляет гипоксически‑ ишемическое поврежде-
ние мозга у новорожденных мышей [21]. На одной 
модели нокаута и на 3 разных уровнях биологической 
организации – клетка, эмбрион и взрослые мыши, 
Delavallée L. et al. (2020) [22] показали, что, контро-
лируя митохондриальный метаболизм, в частности 
окислительное фосфорилирование, AIF является клю-
чевым фактором, регулирующим дифференцировку 
и «судьбу» клеток.

Резкое увеличение уровня AIF в первую неделю стан-
дартного роста меланомы, возможно, указывает на 
возникновение краткосрочной гипоксии мозга с после-
дующим восстановлением кислородного обеспечения.

Исследования и практика в медицине 2022, Т.  9, № 2, С. 10-20
Франциянц Е. М., Нескубина И. В.�, Черярина Н. Д., Сурикова Е. И., Шихлярова А. И., Бандовкина В. А., Немашкалова Л. А., Каплиева И. В., Трепитаки Л. К., 

Качесова П. С. / Содержание факторов апоптоза в митохондриях клеток коры головного мозга самок мышей С57ВL/6 в динамике роста меланомы В16/F10 на фоне 
хронической нейрогенной боли
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Ряд авторов показал, что дефицит AIF в мозге запу-
скает дестабилизацию митохондриальных комплек-
сов I и IV электрон транспортной цепи, что приводит 
к потере митохондриального трансмембранного 
потенциала и высоким уровням генерации актив-
ных форм кислорода [22]. То есть, митохондриаль-
ная функция AIF, способствующая «выживанию», 
по‑видимому, связана с его ролью в транспортиров-
ке и сборке ключевых белков комплексов электрон 
транспортной цепи [23].

При ХНБ AIF был значимо повышен, а в динамике 
роста опухоли, сопряженной с коморбидной пато-
логией, напротив, снижен. Этот факт, вероятно, сле-
дует рассматривать как постепенный переход на гип-
оксический тип дыхания и выработку АТФ. С другой 
стороны, снижение уровня AIF при росте опухоли на 
фоне ХНБ можно было бы трактовать и с позиций 
внутриклеточного стресса, в результате которого про-
исходит деполяризация мембраны митохондрий с по-
следующим высвобождением апоптогенной формы 
AIF из митохондрий в ядро клетки.

Известно, что клетки мыши, лишенные AIF, нака-
пливают молочную кислоту из‑за снижения актив-
ности комплекса I дыхательной цепи, и что без AIF 
в комплексе I возникают наиболее серьезные повре-
ждения, т.к. AIF требуется для нормального процесса 
окислительного фосфорилирования [24]. Кроме того, 
дефицит AIF приводит к более высокой чувствитель-
ности к окислительному стрессу.

В патологических условиях «митохондриальный 
стресс» вызывает гибель нейронов, что регулируется 
антиапоптотическим семейством белков Вcl‑2. Группа 
белков семейства Вcl‑2 локализована в митохондриях 
и находится как на внешней мембране, так и на вну-
тренней мембране. Белки Вcl‑2 обладают различными 
функциями, что позволяет им участвовать в ингибиро-
вании апоптоза и стимулировании биоэнергетических 
процессов в клетки [25].

Изменения, которые коснулись Вcl‑2, были направ-
лены в сторону постепенного снижения количества 
показателя при всех вариантах роста меланомы, 
что, по всей видимости, можно рассматривать как 
закрытие митохондриальной поры или как адапта-
цию к стрессу.

Цитохром С является важным металлопротеином 
для митохондриального метаболизма и гомеостаза, 
играющим двой ную роль в жизни и смерти клеток. 
При гомеостатических процессах он действует как 
переносчик электронов в дыхательной цепи в мито-
хондриях [26].

Повышение уровня цитохрома С при ХНБ, показан-
ное в настоящем исследовании, вероятно, связано 
именно с активацией дыхательной цепи в митохон-
дриях. Тогда как его снижение при росте меланомы 

на фоне коморбидной патологии – ХНБ, возможно, 
говорит о нарушении стабильности дыхательной цепи 
в IV комплексе.

Цитохром С является важным компонентом ды-
хательной цепи митохондрий, ответственным за 
перенос электронов из комплекса III в IV, а также, 
благодаря его высокодинамичным взаимодействи-
ям с окислительно‑ восстановительными мишенями, 
играет важную роль в окислительном фосфорилиро-
вании субстратов [27]. Электронно‑ транспортная цепь 
жестко регулируется посттрансляционными модифи-
кациями, расширяющими функцию его компонен-
тов в гомеостатических и стрессовых условиях. При-
мечательно, что структура и активность цитохрома 
С контролируются in vivo путем фосфорилирования 
треонина 28, серина 47 и тирозина 48 и 97 [28; 29].

Что касается каспазы 9, то ряд исследований пока-
зывают, что гипоксия в ткани головного мозга при-
водит к повышенной активации каспазы 9 в мито-
хондриях [30].

Сопоставляя уровни цитохрома С и каспазы 9 в ми-
тохондриях коры мозга на первых неделях при стан-
дартном и сочетанным с ХНБ росте меланомы, было 
обращено внимание на их реципрокные взаимоот-
ношения. Учитывая роль цитохрома С в регуляции 
дыхательной цепи митохондрий и изменения уровня 
каспазы 9, полученные результаты, можно трактовать 
с позиций кислородного обеспечения и дыхания этих 
органелл.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, ХНБ приводит к переактивации 
процессов дыхания в митохондриях, а также к откры-
тию митохондриальной поры с высвобождением 
кальция из митохондрий в клетках коры головного 
мозга мышей С57/ВL6. Начальный этап злокаче-
ственного процесса сопровождается стрессорными 
изменениями в митохондриях коры головного мозга, 
которое выражается в переактивации практически 
всех изучаемых показателей (кальций, AIF, Вcl‑2, 
цитохром С), сменяющейся их истощением к терми-
нальному этапу развития опухоли, т.е. подавлением 
энергетических процессов. Предваряющее перевивку 
меланомы воспроизведение модели ХНБ заблаговре-
менно создает «стресс‑ основу» для злокачественного 
процесса, способствуя подавлению AIF и цитохрома 
С, отвечающих за перенос электронов из комплекса 
I в IV. Следовательно, подавление энергетических 
процессов в митохондриях клеток коры головного 
мозга с переизбытком кальция, вероятно, способ-
ствует усилению митохондриального окисления. 
В результате, к терминальному этапу роста опухоли 
на фоне коморбидной патологии (ХНБ) формируется 
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супрессия большинства звеньев дыхательной цепи 
митохондрий клеток коры головного мозга. Оче-
видно, что как при изолированном росте опухоли, 
так и при сочетанном с коморбидным заболеванием, 
присутствуют дисфункциональные изменения в мито-
хондриях. Полагаем, что выявленные перестройки 

в митохондриях клеток коры головного мозга на фоне 
злокачественного процесса и ХНБ могут приводить 
к возникновению нейродегенеративных и ишемиче-
ских состояний мозга, однако пути реализации дан-
ных эффектов различны в зависимости от наличия 
или отсутствия коморбидной патологии – ХНБ.
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