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СОСТОЯНИЕ СИСТЕМЫ ФАКТОРОВ АПОПТОЗА 
В МИТОХОНДРИЯХ КЛЕТОК КОЖИ И ОПУХОЛИ 
ПРИ СТАНДАРТНОМ И СТИМУЛИРОВАННОМ РОСТЕ  
МЕЛАНОМЫ В16/F10 У САМОК МЫШЕЙ С57ВL/6 

Е.М.Франциянц, И.В.Нескубина, Е.И.Сурикова*, А.И.Шихлярова, И.В.Каплиева, 
Л.А.Немашкалова, Л.К.Трепитаки

ФГБУ «НМИЦ онкологии» Минздрава России, 
344037, Российская Федерация, г. Ростов-на-Дону, ул. 14-я линия, д. 63

Резюме

Цель исследования. Изучить динамику факторов апоптоза в митохондриях клеток кожи и опухоли самок мышей 
при стимуляции роста меланомы хронической нейрогенной болью (ХНБ).
Материалы и методы. Работа выполнена на самках мышей С57ВL/6 (n=56), которым воспроизводили модель 
ХНБ двусторонним лигированием седалищных нервов и перевивали меланому В16/F10. Через 1–3 нед. роста 
опухоли в митохондриях клеток опухоли и кожи, не затронутой опухолевым ростом, методом ИФА определяли 
концентрацию цитохрома С, каспазы‑9 (Bioscience, Austria), Bcl‑2 (Thermo Fisher Scientific, Austria), AIF (RayBiotech, 
USA); кальция (Са2+) – методом с арсеназо III (Абрис+, Россия).
Результаты. В состоянии ХНБ в митохондриях клеток кожи значительно возрастало содержание Са2+ – в 96,7 раза, 
AIF – в 1,4 раза и Bcl‑2 – в 5,9 раза, а содержание каспазы‑9 снижалось в 2,6 раза по сравнению с уровнем у интакт-
ных мышей. При стимулированном болью росте меланомы в митохондриях клеток кожи, не затронутой опухо-
левым ростом, наблюдалось снижение уровня всех показателей, кроме каспазы‑9, – ее содержание возрастало 
в 4,6 раза через 3 нед. роста опухоли. В митохондриях клеток опухоли в течение 1–3 нед. наблюдения снижался 
уровень Са2+ соответственно в 37,2–96,1 раза, AIF – в 49,4–2,0 раза, Bcl‑2 – в 3,0–1,5 раза, цитохрома С – в 15,3–8,8 
раза и увеличивался уровень каспазы‑9 в 1,7–4,4 раза по сравнению с уровнем у животных с болью.
Заключение. В целом при росте меланомы, стимулированном хронической болью, в митохондриях клеток кожи 
и опухоли наблюдалась противоположная динамика уровня факторов апоптоза, чем при обычном росте меланомы, 
исключение – цитохром С. Митохондрии клеток меланомы и неизмененной кожи имеют схожую направленность 
изменения уровня факторов апоптоза, что, возможно, свидетельствует об их функционировании в условиях мито-
хондриальной сети на уровне одного органа. При этом митохондрии клеток опухоли обеспечивают антиапопто-
тическое состояние самой опухоли и незатронутой злокачественным процессом кожи, вероятно, обусловленное 
стрессорным состоянием кожи.

Ключевые слова:
меланома B16/F10, хроническая нейрогенная боль, мыши, митохондрии, кожа, опухоль, регуляторы апоптоза, 
кальций, цитохром С, AIF, Bcl-2, каспаза 9.
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THE STATE OF APOPTOSIS FACTOR SYSTEM IN MITOCHONDRIA OF SKIN 
AND TUMOR CELLS IN STANDARD AND STIMULATED GROWTH OF B16/F10 
MELANOMA IN FEMALE C57BL/6 MICE   
E.M.Frantsiyants, I.V.Neskubina, E.I.Surikova*, A.I.Shikhlyarova, I.V.Kaplieva, L.A.Nemashkalova, L.K.Trepitaki

National Medical Research Centre for Oncology of the Ministry of Health of Russia, 
63 14 line str., Rostov-on-Don 344037, Russian Federation

Abstract

Purpose of the study. Studying the dynamics of factors of apoptosis in mitochondria of skin and tumors cells in female 
mice with melanoma growth stimulated by chronic neurogenic pain.
Material and methods. The study included female С57ВL/6 mice (n=56) with a model of chronic neurogenic pain (CNP) 
produced by the bilateral sciatic nerve ligation and with transplanted B16/F10 melanoma. After 1–3 weeks of the tu-
mor growth, levels of cytochrome C, caspase‑9 (Bioscience, Austria), Bcl‑2 (Thermo Fisher Scientific, Austria), and AIF 
(RayBiotech, USA) were determined by ELISA, and levels of calcium (Са2+) were determined by the Arsenazo III method 
(Abris+, Russia) in mitochondria of tumors cells and skin not affected by the tumor growth.
Results. In the CNP state, mitochondria of the skin cells showed a significant increase in Са2+ by 96.7 times, AIF by 1.4 
times and Bcl‑2 by 5.9 times, while caspase‑9 decreased by 2.6 times, compared to the levels in intact mice. In the 
CNP‑stimulated melanoma growth, mitochondria of cells of the skin not affected by the tumor growth demonstrated 
a decrease in all studied indices, except caspase‑9 – its levels increased by 4.6 times after 3 weeks of the tumor growth. 
In mitochondria of the tumor cells within 1–3 weeks, levels of Са2+ decreased over time by 37.2–96.1 times, respectively, 
AIF by 49.4–2.0 times, Bcl‑2 by 3.0–1.5 times, cytochrome C by 15.3–8.8 times, and caspase‑9 increased by 1.7–4.4 times 
compared with the level in animals with pain.
Conclusions. In general, the growth of melanoma stimulated by chronic pain and the standard melanoma growth were 
characterized by the opposite dynamics of levels of apoptosis factor both in mitochondria of skin cells and in mitochondria 
of tumor cells, with the exception of cytochrome C. Mitochondria of melanoma cells and of the unchanged skin have 
a similar tendency to change the levels of apoptosis factors, which may indicate their functioning in the conditions of 
the mitochondrial network at the level of one organ. Mitochondria of tumor cells provide the anti‑apoptotic state of the 
tumor itself and of the skin not affected by the malignant process, probably due to the stress state of the skin.

Keywords:
B16/F10 melanoma, chronic neurogenic pain, mice, mitochondria, skin, tumor, apoptosis regulators, calcium, cytochrome C, 
AIF, Bcl-2, caspase 9.
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АКТУАЛЬНОСТЬ

Многочисленные функции митохондрий опреде-
ляют их ключевую роль в клеточной жизни эукари-
от – продукция аденозинтрифосфата (АТФ), участие 
в синтезе гема, метаболизме аминокислот, регуляции 
окислительно‑ восстановительного состояния кле-
ток [1]. Кроме того, митохондрии играют централь-
ную роль в процессе индукции апоптоза – генетиче-
ски контролируемой формы гибели клеток, тесно 
связанной с развитием злокачественных опухолей. 
Они содержат цитохром С, эндонуклеазу G и апо-
птоз‑ индуцирующий фактор (AIF), активирующие апо-
птоз [2]. Высвобождение цитохрома С в цитозоль 
приводит к его ассоциации с активирующим апоптоз 
фактором 1 (APAF‑1) и каспазой‑9, в конечном итоге 
образуя апоптосому, которая активирует каспазу‑3 
и запускает апоптоз [3]. Напротив, апоптоз, вызван-
ный AIF, не зависит от каспазы и действует через 
конденсацию хроматина и фрагментацию ДНК [4]. 
Важнейшим функциональным индикатором актива-
ции процесса является снижение трансмембранного 
потенциала, выход цитохрома С и Са2+ – эти эндо-
генные сигналы детерминируют дальнейший алго-
ритм реализации программы апоптоза [5]. Различия 
между митохондриями в злокачественных и незло-
качественных клетках определяются способностью 
осуществлять высвобождение проапоптотических 
факторов для индукции апоптоза избирательно в ра-
ковых клетках [2].

Существует представление о том, что в основе 
развития ряда заболеваний, в том числе онкологии, 
и развития нейропатической боли, наряду с воспа-
лением, лежит митохондриальная дисфункция [6, 7]. 
Травматическое повреждение периферического 
нерва приводит к формированию постоянной ми-
тохондриальной биоэнергетической дисфункции, 
способствующей усилению генерации активных 
форм кислорода и дисбалансу Ca2+‑механизмов [6]. 
Окислительный стресс и дисфункция митохондрий 
согласуются с гипотезой этиопатогенеза хронической 
нейрогенной боли (ХНБ): Favero G. et al. (2019) оце-
нили патофизиологическую корреляцию между этими 
факторами, изучая некоторые белки, участвующие 
в митохондриальном гомеостазе [8].

Ранее нами было показано, что у самок мышей 
развитие перевивной меланомы B16/F10 на фоне 
хронической нейропатической боли характеризова-
лось усилением агрессивности опухоли: более ранний 
выход опухоли, ее двухфокусный рост, более ран-
нее 100% метастазирование, кроме типичных мест 
(в печень, селезенку, легкие), еще и в нетипичные 
(сердце, матку), сокращение сроков жизни живот-
ных (средняя продолжительность жизни в основной 

группе составила 19,17±1,35 дня, в группе сравнения 
первая смерть наступила на 24‑е сутки, а средняя 
продолжительность жизни составила 30,25±1,67 
дня) [9]. При формировании опухоли митохондри-
альная дисфункция приводит к активации проонко-
генных сигнальных путей, регулирующих ангиогенез, 
метастазирование, выживание опухолевых клеток, 
приводя к прогрессированию опухоли. Помимо этого, 
митохондриальная дисфункция приводит к измене-
нию регуляции белков, связанных с апоптозом, что 
может быть значимым показателем прогрессирова-
ния опухоли [10].

Цель исследования: изучить динамику факторов 
апоптоза в митохондриях клеток кожи и опухоли 
самок мышей линии С57ВL/6 при самостоятельном 
росте меланомы В16/F10 и при действии стимули-
рующего фактора – ХНБ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Работа выполнена на самках мышей линии С57ВL/6 
(n=56) 8‑недельного возраста с начальной массой 21–
22 г. Животные были получены из ФГБУН «Научный 
центр биомедицинских технологий ФМБА» (филиал 
«Андреевка», Московская область). В работе исполь-
зовали штамм мышиной меланомы В16/F10, полу-
ченный из ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н.Н.Блохина» 
Минздрава России. Животные содержались при есте-
ственном режиме освещения со свободным доступом 
к воде и пище. Экспериментальное исследование 
проводили 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». 
Протокол исследования был одобрен Комиссией по 
биоэтике ФГБУ «НМИЦ онкологии» Минздрава России 
(протокол № 2 от 31.05.2018).

Животные были распределены методом случайной 
выборки на следующие экспериментальные группы: 
интактная группа (n=7), контрольная группа (n=7) – 
воспроизведение модели ХНБ двусторонним лигиро-
ванием седалищных нервов под ксила‑ золетиловым 
наркозом [9], группа сравнения (n=21) – мыши со 
стандартной подкожной перевивкой меланомы 
В16/F10, основная группа (n=21) – мыши, которым 
воспроизводили модель ХНБ и через 3 нед. после 
этого перевивали меланому В16/F10. Материал для 
перевивки получали от мышей‑ доноров на 12–16‑е 
сутки роста опухоли. Перевивка меланомы состояла 
в подкожном введении под правую лопатку 0,5 мл 
взвеси опухолевых клеток меланомы в физиологи-
ческом растворе в разведении 1:10. При стандарт-
ной перевивке опухоль появляется в 100% случаев, 
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в митохондриях клеток кожи и опухоли пристандартном и стимулированном росте меланомы В16/F10 у самок мышей С57ВL/6

быстро растет и на 12–16‑е сутки роста метастазирует 
преимущественно гематогенно в легкие (60–90%), 
реже – в печень и селезенку. Все манипуляции с жи-
вотными производили в боксе. Инструменты, посуду, 
руки дезинфицировали общепринятым способом.

Декапитацию животных производили на гильо-
тине, в основной и в группе сравнения в сроки: 1‑я 
неделя – 7‑й день роста меланомы, 2‑я неделя – 14‑й 
день роста меланомы и 3‑я неделя – 21‑й день роста 
меланомы. После декапитации у животных на льду 
быстро иссекали кожу и опухоль, митохондрии выде-
ляли по методу Егоровой М.В., Афанасьева С.А. [11]. 
Кожу, не затронутую злокачественным ростом, брали 
со стороны, противоположной опухолевому очагу. 
Полученные митохондриальные образцы до ана-
лиза хранили при –80°С. Перед проведением анализа 
образцы разводили до концентрации белка 6 г/л [11]. 
Методом ИФА определяли концентрации: цитохрома 
С, каспазы‑9 (Bioscience, Austria), Bcl‑2 (Thermo Fisher 
Scientific, Austria), AIF (RayBiotech, USA); концентра-
цию кальция (Са2+) определяли методом с арсеназо 
III (Абрис+, Россия), белка – биуретовым методом 
(«Ольвекс Диагностикум», Россия).

Статистический анализ результатов проводили 
с помощью пакета программ Statistica 6. Сравнение 
количественных данных в четырех группах (незави-
симые выборки) проводили с использованием крите-
рия Краскела–Уоллиса (множественные сравнения), 
апостериорные парные сравнения – критерия Ман-
на–Уитни (с учетом критического уровня значимости 
р=0,0085). Данные таблиц представлены в виде M±m, 
где M – среднее арифметическое значение, m – стан-
дартная ошибка среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты изучения содержания факторов апоптоза 
в митохондриях клеток кожи, не затронутой злокаче-
ственным процессом, в динамике самостоятельного 
роста меланомы у мышей представлены в таблице 
1. Прежде всего, представляло интерес изучить по-
казатели апоптоза в митохондриях не затронутой 
злокачественным процессом кожи после перевивки 
меланомы. Найдено, что через 1 нед. после перевивки 
опухоли в митохондриях клеток кожи был повышен 
уровень Са2+ в 83,7 раза и Bcl‑2 – в 8,9 раза. При этом 
уровень каспазы‑9 и цитохрома С не изменялся.

Через 2 нед. после перевивки в митохондриях 
кожи, не затронутой злокачественным процессом, 
уровень Са2+ снизился относительно предыдущего 
срока исследования в 1,9 раза, но оставался в 45,2 
раза выше, чем в митохондриях интактной кожи. Уро-
вень AIF в этот срок снизился относительно показа-
теля на 1‑й неделе в 3,8 раза и стал в 2,3 раза ниже 

показателя в митохондриях интактной кожи. Содер-
жание Bcl‑2 снизилось относительно предыдущего 
срока исследования в 3,2 раза, но оставалось в 2,8 
раза выше показателя в митохондриях интактной 
кожи. В этот срок не обнаружено изменения уровня 
цитохрома С, при этом каспаза‑9 снизилась как по 
сравнению со значениями на 1‑й неделе опухоле-
вого роста в 1,6 раза, так и относительно значения 
в интактной коже в 1,7 раза.

Через 3 недели после перевивки меланомы в мито-
хондриях клеток кожи, не затронутой злокачествен-
ным процессом, отмечено дальнейшее снижение 
содержания Са2+, AIF, Bcl‑2, а также цитохрома С. 
В этот срок уровень кальция не имел статистически 
значимых отличий от значений в митохондриях ин-
тактной кожи. Уровень AIF снизился относительно 
показателей на предыдущих сроках исследования 
в 8,3 раза и 2,2 раза (р=0,0088) и стал в 5,1 раза ниже, 
чем показатель в интактной коже. Уровень Bcl‑2 про-
грессивно снижался и стал в 36,6 раза и 11,4 раза 
ниже относительно показателей на 1‑й и 2‑й неделях 
опухолевого роста соответственно, при этом его зна-
чение было в 4,1 раза ниже значения в митохондриях 
клеток интактной кожи. В этот срок исследования 
найдено снижение уровня цитохрома С относительно 
предыдущих сроков и показателя в митохондриях 
клеток интактной кожи в среднем в 1,8 раза.

Далее мы изучили влияние ХНБ на содержание 
факторов апоптоза в митохондриях клеток кожи жи-
вотных с ХНБ без злокачественного процесса в орга-
низме (контрольная группа). Установлено повышение 
уровня трех изученных показателей: Са2+ – в 96,7 раза, 
AIF – в 1,4 раза и Bcl‑2 – в 5,9 раза. При этом уровень 
каспазы‑9 был снижен в 2,6 раза, а уровень цито-
хрома С не изменялся (см. табл. 1).

В митохондриях клеток кожи мышей основной 
группы (ХНБ + рост меланомы) динамика уровня неко-
торых факторов апоптоза отличалась от динамики 
показателей в аналогичных образцах митохондрий 
клеток кожи в группе сравнения (только рост мела-
номы) (см. табл. 1). Так, уровень Са2+ через 1 нед. по-
сле перевивки был снижен относительно показателя 
у контрольных животных с ХНБ в 5,6 раза, а относи-
тельно показателя у животных при самостоятельном 
росте меланомы – в 4,8 раза (р=0,0017). В дальней-
шем через 2 и 3 нед. после перевивки уровень Са2+ 
в митохондриях клеток кожи мышей основной группы 
снижался до значений в коже интактных животных. 
В группе сравнения это происходило только через 3 
нед. Уровень AIF в митохондриях мышей основной 
группы снижался через 1 нед. в 3,7 раза относительно 
показателя в контрольной группе и был ниже, чем 
в группе сравнения в 4,1 раза (р=0,0018). Через 2 нед. 
после перевивки опухоли уровень AIF в митохондриях 
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клеток кожи поднимался до значений в контроль-
ной группе и был выше, чем в группе сравнения в 3,4 
раза (р=0,0017). Через 3 нед. этот показатель сни-
жался до уровня на 1‑й неделе, оставаясь, однако, 
выше, чем в группе сравнения в 2,2 раза (р=0,0088). 
Уровень Bcl‑2 в митохондриях клеток кожи мышей 
основной группы прогрессивно снижался относи-
тельно показателей в контроле в 1,7 раза и 2,2 раза 
соответственно через 2 и 3 нед. после перевивки, 
в отличие от группы сравнения, где снижение Bcl‑2 
относительно значений в митохондриях интактных 
мышей после его подъема отмечено только через 3 
нед. Содержание цитохрома С в митохондриях кле-
ток кожи снижалось через 3 нед. после перевивки 
опухоли в 1,9 раза. Через 1 нед. после перевивки 
содержание каспазы‑9 в митохондриях клеток кожи 
поднялось относительно показателя в контрольной 
группе в 2,7 раза и было повышенным на протяжении 
всего срока исследования.

Далее мы изучили содержание факторов апоптоза 
в митохондриях клеток меланомы в динамике ее 
самостоятельного роста (табл. 2). Было установлено, 
что через 1 нед. после перевивки в митохондриях 
ткани опухоли уровень Са2+ вырос относительно пока-
зателя в интактной коже в 57,5 раза и практически 

не изменился через 2 и 3 нед, оставаясь на таком же 
высоком уровне. Содержание AIF через 1 нед. после 
перевивки было снижено в 6,5 раза, через 2 нед. оно 
продолжало снижаться, и достигло уровня в 1,3 раза 
ниже, чем на предыдущем сроке эксперимента. Через 
3 нед. после перевивки уровень AIF увеличился в 1,8 
раза и в 2,5 раза относительно значений на 1‑й и 2‑й 
неделях соответственно, но оставался в 3,5 раза ниже 
значения в интактной коже. Уровень Bcl‑2 в митохон-
дриях клеток опухоли после 1‑й недели роста мела-
номы был выше значений в интактной коже в 4,3 
раза, после 2‑й недели находился на таком же высо-
ком уровне и был в 5,1 раза выше уровня в интактнй 
коже, а через 3 нед. и снизился практически в 2 раза, 
оставаясь, однако, выше значений в митохондриях 
интактной кожи в 2,5 раза. Уровень цитохрома С в ми-
тохондриях клеток опухоли прогрессивно снижался, 
начиная с 1‑й недели после перевивки меланомы: 
через 1 нед. – в 2,5 раза относительно показателя 
в митохондриях клеток интактной кожи, через 2 и 3 
нед. в среднем в 1,8 раза относительно уровня на 1‑й 
неделе (р=0,0127) и в 4,6 раза относительно значений 
в интактной коже. Уровень каспазы‑9 в митохондриях 
меланомы через 1 нед. снизился в 2,7 раза, однако 
через 2 нед., отмечен подъем его уровня в 1,5 раза 

Таблица 1. Концентрация факторов апоптоза в митохондриях клеток кожи в динамике роста меланомы B16/F10 
у самок мышей на фоне хронической нейрогенной боли
Table 1. Concentration of apoptosis factors in the mitochondria of skin cells in the dynamics of B16/F10 melanoma growth 
in female mice against the background of chronic neurogenic pain

Группы животных / 
Animal groups

Са2+,  
мМоль/г белка / 

Ca2+,  
mmol/g protein

AIF,  
нг/мг белка / 

AIF,  
ng/mg of protein

Bcl‑2,  
нг/мг белка / 

Bcl‑2,  
ng/mg of protein

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

Каспаза 9,  
нг/мг белка / 

Caspase 9,  
ng/mg of protein

Интактная / Intact 0,01±0,001 399,2±7,9 5,56±0,203 13,2±1,06 0,241±0,016

Контрольная / Control 0,967±0,011 577,9±15,51 32,69±1,371 14,24±1,21 0,094±0,0061

Группа сравнения – рост меланомы В16/F10 / The comparison group‑growth of melanoma B16/F10

1 неделя / the 1st week 0,837±0,1621 645,2±108,8 49,61±1,711 14,61±1,38 0,264±0,011

2 неделя / the 2nd week 0,453±0,1131,3 171,4±25,21,3 15,46±1,411,3 13,61±1,34 0,148±0,0071,3

3 неделя / the 3rd week 0,010±0,0013,4 78,08±12,71,4 1,35±0,111,3,4 7,68±0,661,3,4 0,242±0,0163

Основная группа – ХНБ + рост меланомы В16/F10 / The main group of CNP + growth of melanoma B16/F10

1 неделя / the 1st week 0,173±0,0342 157,6±27,12 27,28±1,77 9,89±0,69 0,255±0,0152

2 неделя / the 2nd week 0,010±0,0012,3 584,3±25,33 19,08±1,382 12,51±1,02 0,285±0,0142

3 неделя / the 3rd week 0,010±0,0012,4 169,0±26,62,3 14,92±1,382,4 7,56±0,722,3 0,433±0,0402,4

Примечание: статистически значимые различия (р<0,0085): 1 – по отношению к уровню в интактной коже; 2 – по отношению к уровню в контроле;  
3 – по отношению к уровню на предыдущем сроке исследования; 4 – по отношению к уровню на 1‑й неделе.
Note: statistically significant differences (p<0.0085): 1 – relative to the level in the intact skin; 2 – relative to the level in the control; 3 – relative to the level at 
the previous study period; 4 – relative to the level at 1 week.

Research and Practical Medicine Journal 2021, v.8, №1, p. 8-19
E.M.Frantsiyants, I.V.Neskubina, E.I.Surikova*, A.I.Shikhlyarova, I.V.Kaplieva, L.A.Nemashkalova, L.K.Trepitaki / The state of apoptosis factor system in mitochondria of skin 
and tumor cells in standard and stimulated growth of B16/F10 melanoma in female C57BL/6 mice
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(р=0,0127), который сохранялся и через 3 нед., однако 
был ниже значений в митохондриях интактной кожи 
в 1,7 раза.

Состояние ХНБ также внесло коррективы в содер-
жание факторов апоптоза в митохондриях клеток 
опухоли основной группы, где найдены изменения, 
отличные от изменений в аналогичных образцах ми-
тохондрий клеток опухоли у мышей из группы срав-
нения (табл. 2). Так, уровень Са2+ в митохондриях кле-
ток опухоли основной группы уже через 1 нед. после 
перевивки снизился в 37,1 раза относительно пока-
зателя в контрольной группе и был в 22,1 раза ниже 
(р=0,0017), чем в группе сравнения. Через 2 и 3 нед. 
уровень Са2+ снизился и стал сопоставим со значения-
ми в митохондриях клеток интактной кожи, тогда как 
в группе сравнения на протяжении всего срока иссле-
дования он оставался высоким. Изменение уровня 
AIF в митохондриях клеток опухоли в основной группе 
имело такую же направленность, как в группе сравне-
ния: через 1 нед. показатель снижался относительно 
значений в контроле в 49,3 раза, через 2 нед. он был 
ниже в 16,6 раза, а через 3 нед. – только в 2 раза, 
поднявшись по сравнению с предыдущим сроком 
исследования в 8,4 раза. Реципрокно уровню кальция 
изменялось содержание Bcl‑2 в митохондриях клеток 

опухоли мышей основной группы: через 1 нед. ю этот 
показатель был ниже значений в контроле в 3 раза, 
через 2 и 3 нед. – в среднем в 1,5 раза. Уровень цито-
хрома С в митохондриях клеток опухоли изменялся 
аналогично показателю в группе сравнения, однако 
был существенно ниже. Так, через 1 нед. содержание 
цитохрома С было ниже показателя в контроле в 15,3 
раза и ниже показателя в группе сравнения в 5,6 раза 
(р=0,0017), через 2 и 3 нед. – ниже в среднем 9,5 раза 
относительно уровня в контроле и практически в 2 
раза ниже (р=0,0017) значения в группе сравнения. 
Динамика концентрации каспазы‑9 в митохондриях 
клеток опухоли основной группы была другой, чем 
в группе сравнения. Отличия заключались в том, что 
в основной группе уровень каспазы‑9 повышался 
относительно соответствующего контроля (кожа ХНБ), 
а в митохондриях группы сравнения, напротив, сни-
жался (относительно интактной кожи). Так, через 1 
нед. в митохондриях клеток опухоли основной группы 
ее уровень повышался относительно контрольных 
величин в 1,7 раза, через 2 нед. – в 7,1 раза, через 3 
нед. – в 4,4 раза.

Анализируя полученные результаты, можно отме-
тить, что в митохондриях клеток кожи на начальном 
этапе опухолевого роста происходило значительное 

Таблица 2. Концентрация факторов апоптоза в митохондриях клеток опухоли в динамике роста меланомы B16/F10 
у самок мышей на фоне хронической нейрогенной боли
Table 2. Concentration of apoptosis factors in the mitochondria of tumor cells in the dynamics of B16/F10 melanoma growth in 
female mice against the background of chronic neurogenic pain

Группы животных / 
Animal groups

Са2+,  
мМоль/г белка / 

Ca2+,  
mmol/g protein

AIF,  
нг/мг белка / 

AIF,  
ng/mg of protein

Bcl‑2,  
нг/мг белка / 

Bcl‑2,  
ng/mg of protein

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

Каспаза 9,  
нг/мг белка / 

Caspase 9,  
ng/mg of protein

Интактная (кожа) /  
Intact (skin) 0,01±0,001 399,2±7,9 5,56±0,20 13,2±1,06 0,241±0,016

Контрольная (кожа) / 
Control (skin) 0,967±0,011 577,9±15,51 32,69±1,371 14,24±1,21 0,094±0,0061

Группа сравнения – рост меланомы В16/F10 / The comparison group – growth of melanoma B16/F10

1 неделя / the 1st week 0,575±0,0181 61,16±1,841 24,22±1,511 5,24±0,751 0,093±0,0071

2 неделя / the 2nd week 0,675±0,0521 45,69±2,141,3 28,58±1,951 2,92±0,31 0,132±0,0091

3 неделя / the 3rd week 0,561±0,0461 112,67±2,81,3,4 13,88±1,361,3,4 2,85±0,261 0,144±0,011,4

Основная группа – ХНБ + рост меланомы В16/F10 / The main group of CNP + growth of melanoma B16/F10

1 неделя / the 1st week 0,026±0,0022 11,72±1,082 11,02±1,182 0,93±0,052 0,161±0,012

2 неделя / the 2nd week 0,01±0,0012,3 34,84±1,862,3 20,83±1,422,3 1,38±0,082,3 0,668±0,0672,3

3 неделя / the 3rd week 0,01±0,0012,4 290,98±10,622,3,4 21,65±1,682,4 1,61±0,142,4 0,412±0,0772,4

Примечание: статистически значимые различия (р<0,0085): 1 – по отношению к уровню в интактной коже; 2 – по отношению к уровню в контроле 
(в коже ХНБ); 3 – по отношению к уровню на предыдущем сроке исследования; 4 – по отношению к уровню на 1‑й неделе.
Note: statistically significant differences (p<0.0085): 1 – relative to the level in the intact skin; 2 – relative to the level in the control (in the CNP skin); 
3 – relative to the level at the previous study period; 4 – relative to the level at 1 week.
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увеличение содержания Са2+ и Bcl‑2 по сравнению 
с уровнем в интактной коже, а содержание цитохрома 
С и каспазы‑9 не отличалось от него. На 3‑й неделе 
роста опухоли содержание в митохондриях клеток 
кожи Са2+ возвращалось к уровню в интактной коже, 
а содержание AIF, Bcl‑2 и цитохрома С снижалось до 
уровня ниже интактного. Содержание каспазы‑9 
изменялось только на 2‑й неделе роста меланомы. 
В митохондриях клеток опухоли на протяжении 3 нед. 
ее роста сохранялось более высокое, чем в интактной 
коже, содержание Са2+ и Bcl‑2 и более низкое – AIF, 
цитохрома С и каспазы‑9. Однако содержание AIF 
и каспазы‑9 на 3‑й неделе роста опухоли было выше, 
чем на 1‑й неделе.

В состоянии ХНБ в митохондриях клеток кожи 
самок мышей значительно возрастало содержание 
Са2+, AIF и Bcl‑2, а содержание каспазы‑9 снижалось по 
сравнению с уровнем в митохондриях клеток интакт-
ной кожи. При росте меланомы, стимулированном 
хронической болью, в митохондриях клеток кожи, не 
затронутой опухолевым ростом, наблюдалось сни-
жение уровня всех изученных показателей, кроме 
каспазы‑9 – ее содержание было выше, чем в мито-
хондриях клеток кожи в состоянии ХНБ и еще воз-
растало через 3 нед. роста опухоли. В митохондриях 
клеток опухоли мы наблюдали снижение содержания 
Са2+, AIF, Bcl‑2 и цитохрома С и увеличение каспазы‑9. 
Таким образом, в целом при росте меланомы, стиму-
лированном хронической болью, как в митохондриях 
клеток кожи, так и в митохондриях клеток опухоли 
наблюдалась динамика уровня изученных показате-
лей, противоположная той, что была выявлена при 
обычном росте меланомы, за исключением динамики 
содержания цитохрома С.

Передача сигналов кальция имеет решающее 
значение для множества физиологических путей. 
Повышение концентрации кальция почти всегда сви-
детельствует о повышенном потреблении энергии 
в клетках. В соответствии с этим, кальциевые сигналы 
опосредуют ряд путей, которые в совокупности слу-
жат для поддержания баланса производства и рас-
хода энергии. При патологических состояниях каль-
циевые сигналы могут спровоцировать повреждение 
митохондрий и гибель клеток, особенно в сочетании 
с истощением энергии и окислительным или нитро-
зативным стрессом [12]. Многие митохондриальные 
функции напрямую регулируются уровнем ионов Ca2+ 
внутри органелл. Контроль митохондриальной кон-
центрации Ca2+ имеет первостепенное значение для 
клеточной физиологии: данные исследований свиде-
тельствуют о том, что ее дисрегуляция имеет ключе-
вое значение в создании патологических состояний. 
Приток Ca2+ в митохондрии необходим для активации 
митохондрий [13].

В нашем исследовании 2 нед. активного самостоя-
тельного роста меланомы сопровождались повышен-
ным уровнем Ca2+ в митохондриях клеток не только 
опухоли, но и не поврежденной злокачественным 
процессом кожи. Через 3 нед. в митохондриях кле-
ток опухоли поддерживался высокий уровень Ca2+, 
а в митохондриях клеток кожи он снижался до уровня 
у интактных мышей. Однако наибольший интерес 
представляло повышение содержания кальция прак-
тически в 100 раз в митохондриях клеток кожи под 
влиянием хронической нейрогенной боли.

Результаты работы Umemoto T. et al. (2018) пока-
зывают, что регуляция клеточного цикла гемопоэти-
ческих стволовых клеток при стрессе зависит от пути 
Ca2+‑митохондрии [13]. Кроме того, путь Ca2+‑мито-
хондрии сопровождается повышенным потенциа-
лом поглощения глюкозы. Поскольку гликолиз связан 
с митохондриальным энергетическим метаболизмом, 
повышенный уровень гликолиза в стволовых клет-
ках может также способствовать активации функций 
митохондрий для инициации деления клеток. Это 
исследование демонстрирует, что накопление Ca2+ 
в митохондриях предшествует делению гемопоэти-
ческих стволовых клеток при стрессе. Надлежащее 
подавление пути Ca2+‑митохондрии необходимо для 
самообновления гемопоэтических стволовых кле-
ток [13].

Учитывая этот факт, можно предположить, что при 
самостоятельном росте меланомы в ней на протяже-
нии всего срока исследования, а в коже, не затрону-
той злокачественным процессом, на протяжении 2 
нед. происходит активная дифференцировка и деле-
ние стволовых клеток. Что касается роста меланомы 
на фоне ХНБ, то, вероятно, еще на этапе хронизации 
болевого воздействия произошла активная диффе-
ренцировка стволовых клеток в коже, и перевивка на 
этом фоне меланомы обусловила не только активный 
рост опухоли, но и ее обширное метастазирование. 
Поэтому уже в самой меланоме, растущей на фоне 
ХНБ, и в коже, не пораженной злокачественным про-
цессом, снижение уровня Ca2+ в митохондриях обес-
печивало самообновление стволовых клеток.

Прямым доказательством вклада митохондри-
альной дисрегуляции Ca2+ являются данные, пока-
зывающие, что фармакологическое вмешательство 
с агонистом митохондриального Na+/Ca2+‑обменни-
ка, CGP‑37157, замедляет рост клеток и повышает 
восприимчивость к апоптозу при злокачественной 
меланоме B16BL6 [14]. Клетки поддерживают дина-
мический баланс основных внутриклеточных пара-
метров, который постоянно нарушается внутренними 
и внешними факторами – «стрессорами». Ответ на 
стресс – это процесс, вызываемый стрессорами для 
восстановления гомеостаза [15]. Критическим аспек-
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том всех молекулярных и физиологических систем 
реагирования на стресс является их потребность 
в энергии, обеспечиваемая митохондриями [16].

Очевидно, что полученные нами результаты можно 
трактовать с позиций стресса, связанного как с созда-
нием в организме состояния ХНБ, так и с ростом мела-
номы в самостоятельном варианте и на фоне ХНБ.

В ходе развития опухоли раковые клетки стал-
киваются с различными стрессовыми факторами 
микроокружения, включая гипоксию и недостаток 
питательных веществ [17]. Когда клетки ощущают вну-
триклеточные или внеклеточные стрессовые факторы, 
возникает активация внутреннего апоптотического 
пути [18]. Стрессорные стимулы запускают каскад 
передачи сигналов проапоптотическими членами 
семейства Bcl‑2, чья экспрессия и активация в конеч-
ном итоге приводят к нарушению митохондриальной 
функции через проницаемость митохондриальной 
наружной мембраны [19]. Лучше всего охарактери-
зованной функцией белков семейства Bcl‑2 является 
контроль проницаемости наружной митохондриаль-
ной мембраны для высвобождения индуцирующих 
апоптоз факторов в цитозоль во время апоптоза. Тем 
не менее растущее количество доказательств выявило 
альтернативные «несмертельные» роли для многих 
белков, связанных с Bcl‑2, в регуляции митохондри-
альной динамики, аутофагии, митохондриальной 
энергетики, а также кривизны мембран и активности 
каналов [20]. Известно, что повышенная экспрессия 
антиапоптотических белков семейства Bcl‑2 в рако-
вых клетках необходима для подавления проапо-
птотического эффекта онкогенной трансформации 
и нестабильности генома [21].

В нашем исследовании при самостоятельном 
росте меланомы в митохондриях клеток опухоли 
и в митохондриях клеток кожи, не затронутой зло-
качественным процессом, динамика уровня Bcl‑2 
совпадала с динамикой уровня кальция. Этот факт 
можно рассматривать как контроль проницаемости 
наружной митохондриальной мембраны для регу-
лирования уровня кальция и активации митохон-
дрий в результате стресса, вызванного опухолевым 
ростом. Вместе с тем в митохондриях клеток опухоли, 
растущей на фоне хронической боли, была несколько 
иная динамика уровня Bcl‑2, похожая на динамику 
уровня каспазы‑9.

Также нами было установлено, что уровень Bcl‑2 
митохондрий на основных этапах самостоятельного 
роста меланомы и роста меланомы на фоне ХНБ нахо-
дился в реципрокных взаимоотношениях с уровнем 
AIF в опухоли и частично в неизмененной коже, хотя 
в митохондриях клеток кожи мышей только с хрони-
ческой болью отмечено однонаправленное измене-
ние уровня указанных факторов.

Апоптоз‑ индуцирующий фактор (AIF) – это мито-
хондриальная оксидоредуктаза, которая участвует 
в программах гибели клеток [22]. Однако роль AIF 
как эволюционно консервативного «палача» была 
недостаточной для объяснения некоторых фено-
типов, наблюдаемых у мышей с дефицитом этого 
фактора. Другой взгляд на функцию AIF пришел из 
характеристики модели мыши‑мутанта Harlequin 
и того факта, что некоторые из фенотипов не могут 
быть просто согласованы как следствие аберрант-
ных программ гибели клеток. Было установлено, 
что AIF имеет дополнительные функции, помимо 
установленного вклада в процессы гибели клеток. 
В подтверждение этой гипотезы была проведена 
серия исследований на моделях клеточных культур, 
указывающих на вспомогательную роль AIF в дыха-
нии митохондрий, которая имеет ключевое значение 
для выживания клеток [23]. Авторы обнаружили, что 
клетки человека или мыши, лишенные AIF, демон-
стрируют высокую продукцию лактата и повышенную 
зависимость от образования гликолитического АТФ 
из‑за существенного снижения активности комплекса 
I дыхательной цепи. Хотя сам AIF не является частью 
комплекса I, AIF‑дефицитные клетки демонстрируют 
пониженное содержание комплекса I и его компо-
нентов, что указывает на роль AIF в биогенезе и/или 
поддержании этого полипротеинового комплекса. 
Дальнейшие исследования в клетках и тканях без 
AIF показали, что первичным митохондриальным 
дефектом является потеря субъединиц респиратор-
ного комплекса, причем комплекс I несет наиболее 
серьезное повреждение. Таким образом, строитель-
ные блоки апоптотического механизма митохондрий 
имеют нормальные функции, не связанные со смер-
тью клеток. Это относится к AIF, двуликой молекуле 
с апоптогенными свой ствами, которая, кроме того, 
требуется для нормального процесса окислительного 
фосфорилирования [22].

С этих позиций полученные нами результаты из-
учения уровня AIF в митохондриях клеток опухоли 
и не затронутой злокачественным процессом кожи 
при росте меланомы в самостоятельном варианте 
и при стимуляции роста хронической болью мож-
но трактовать как снижение дыхательной функции 
и активности окислительного фосфорилирования, 
необходимые для роста и развития злокачествен-
ной опухоли. Имеются данные, свидетельствующие 
о том, что эффективное митохондриальное дыхание 
предотвращает рак [24]. Кроме того, дефицит AIF при-
водит к большей чувствительности к окислительному 
стрессу [22]. Важно отметить, что дефицит AIF при-
водит к тяжелой митохондриальной дисфункции, 
вызывающей мышечную атрофию и нейродегене-
рацию у модельных организмов, а также у людей.
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Вместе с тем мы не можем однозначно объяснить 
снижение уровня AIF в митохондриях изученных об-
разцов. Это может быть как снижение его синтеза как 
белка, так и выход из митохондрий через увеличен-
ные поры внешней митохондриальной мембраны 
и накопление его в цитозоле клеток.

Известно, что умеренная и сильная экспрессия AIF 
в цитозоле опухолевых клеток коррелировала с менее 
благоприятным прогнозом у больных с меланомой. 
Конфокальная микроскопия подтвердила локализа-
цию AIF с митохондриальным маркером в опухолевых 
клетках. Повышенная экспрессия белка AIF выглядит 
как новый негативный прогностический фактор, про-
гнозирующий 5‑летнюю выживаемость [25].

Цитохром С, так же как AIF, выполняет ключе-
вые функции в поддержании функционирования 
митохондрий и в выполнении программы гибели 
клетки. Цитохром С является важным компонентом 
дыхательной цепи митохондрий, ответственным 
за перенос электронов из комплекса III в IV [26]. 
Цитохром C играет важную регуляторную роль 
в окислительном фосфорилировании благодаря его 
высоко динамичным взаимодействиям с окислитель-
но‑ восстановительными мишенями и демонстрирует 
быструю смену во время цикла обмена электронов. 
Применение цитохрома С в эксперименте и клини-
ческой практике оказало положительное влияние на 
течение опухолевого процесса [27, 28].

Многообещающим направлением исследований 
является изучение прямого или косвенного действия 
Ca2+ на фосфорилирование цитохрома С. Предполага-
ется, что кальций является самым сильным сигналом 
для активации митохондрий и играет ключевую роль 
в условиях клеточного стресса, приводя к гиперак-
тивности комплексов электронно‑ транспортной цепи 
и усилению поляризации наружной митохондриальной 

мембраны, что способствует чрезмерному производ-
ству активных форм кислорода. Это может влиять на 
цитохром С через изменения в состоянии фосфори-
лирования [29]. Цитохром C может быть целью фос-
форилирования по двум причинам: поскольку фосфо-
рилирование цитохрома С приводит к ингибированию 
дыхания, и повышенное фосфорилирование будет 
способствовать эффекту Варбурга, а также фосфорили-
рование цитохрома С может влиять на апоптоз, как это 
было предположено в исследованиях с фосфомимети-
ческим цитохромом С, который не смог вызвать  какую‑
либо измеримую активацию каспазы‑9 [30]. Поскольку 
злокачественным новообразованиям удается избежать 
апоптоза, повышенное фосфорилирование цитохрома 
С может обеспечить механизм подавления апоптоза.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные данные, на наш взгляд, показывают, 
что длительный хронический болевой синдром может 
приводить к изменению системы регуляторов апо-
птоза в митохондриях кожи, что вносит свой вклад 
в стимуляцию роста меланомы на клеточном уровне.

Анализируя результаты, можно заключить:
1. в условиях роста опухоли в организме митохон-

дрии клеток меланомы и неизмененной кожи имеют 
схожую направленность изменения уровня факторов 
апоптоза, что, возможно, свидетельствует об их функ-
ционировании в условиях митохондриальной сети, 
во всяком случае, на уровне одного органа;

2. митохондрии клеток опухоли обеспечивают ан-
тиапоптотическое состояние самой опухоли и не за-
тронутой злокачественным процессом кожи мышей, 
вероятно, обусловленное стрессорным состоянием 
кожи, вызванным ростом опухоли и особенно ростом 
опухоли на фоне ХНБ.
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