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ВВЕДЕНИЕ
Протеиназы играют важную роль в ключевых 

биологических процессах, участвуя в их инициации 

или регуляции. Активно исследуется их значение для 

возникновения и развития различных заболеваний, в 

частности, злокачественных новообразований. 

Основным компонентом системы внутриклеточ-

ного протеолиза являются протеасомы, представлен-

ные различными формами: 26S-протеасомами, осу-

ществляющими убиквитинзависимый протеолиз, и 

альтернативными формами, деградирующими малые, 

аномальные и коротко живущие белки. Детальное из-

учение протеасом в тканях опухолей носит не только 

фундаментальный характер, но может иметь значе-

ние и для терапии. Показаны связь их активности и 

наличия иммунных форм с радиорезистентностью, 

выходом опухоли из-под иммунного надзора и более 

выраженный терапевтический эффект ингибиторов 

иммунных протеасом по сравнению с неспецифиче-

скими ингибиторами протеасом [8, 13, 15].

Другой важной протеолитической системой яв-

ляется кальпаиновая. Субстратами для кальпаинов 

выступают некоторые онкобелки и продукты он-

косупрессоров. Кальпаины оказывают влияние на 

процессы пролиферации, апоптоза и миграции. В 

злокачественных клетках изменяются их активность 

и экспрессия, а повышенная экспрессия некоторых 

может влиять на восприимчивость клетки к противо-

опухолевой терапии [11, 14].

Практически не исследовано состояние этих про-

теолитических систем при раке эндометрия (РЭ). 

Изучение механизмов развития и прогрессирования 

новообразований эндометрия, поиск возможных мо-

лекулярных мишеней для воздействия необходимы в 

связи с тем, что несмотря на высокую общую выжи-

ваемость больных РЭ, высока и частота рецидивов, 

которые являются основной причиной смертности 

при данной патологии [2].

Целью исследования было изучение активности 

протеасом и кальпаинов, а также субъединичного со-

става протеасом при раке и гиперплазии эндометрия. 
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Проведение данной работы одобрено этическим 

комитетом НИИ онкологии СО РАМН. В исследо-

вание вошли больные с морфологически верифици-
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рованным РЭ I–II стадии (n=30, средний возраст – 

54±2,5 года). Согласно классификации FIGO (2009), 

Iа стадия заболевания была у 5 больных, Ib – у 20, II 

стадия – у 5. Также была сформирована группа паци-

енток с гиперпластическими процессами эндометрия 

(n=23; средний возраст – 50±3 года). 

Материалом для исследования протеасом яви-

лись образцы опухолевой и гистологически неизме-

ненной ткани, взятой на расстоянии не менее 1 см 

от границы опухоли, полученные при выполнении 

радикального оперативного вмешательства, которые 

замораживали и хранили при температуре -80°С. Об-

разцы гиперплазированного эндометрия получали 

при выполнении гистероскопии с биопсией или ра-

дикальной операции. 

Получение осветленных гомогенатов. Заморожен-

ную ткань (100 мг) гомогенизировали в жидком азоте, 

затем ресуспендировали в 300 мкл 50 мМ трис-HCl 

буфера (pH=7,5), содержащего 2 мМ АТФ, 5 мМ хло-

рида магния, 1 мМ дитиотрейтола, 1мМ ЭДТА и 100 

мМ хлорида натрия. Гомогенат центрифугировали 60 

мин при 10 000 g и температуре 4°С. 

Фракционирование протеасом проводили по мето-

ду Е.Б. Абрамовой и соавт. [1]. 

Определение активности протеасом. Химотрип-

синподобную активность тотального пула протеасом, 

активность 26S пула и альтернативных форм про-

теасом определяли в осветленных гомогенатах опу-

холевых и неизмененных тканей по гидролизу Suc-

LLVY-AMС (Sigma), как описано ранее [6]. Удельную 

активность протеасом выражали в единицах актив-

ности на 1мг белка. Содержание белка определяли по 

методу Лоури. 

Электрофорез. Электрофорез проводили по 

Laemmli в 13% полиакриламидном геле. Пробы на-

носили в буфере, содержащем 0,0625М трис-НСl (pН 

6,8), 2% SDS, 5% 2-меркаптоэтанол, 10% глицерин, 

0,01% бромфеноловый синий. 

Вестерн-блоттинг. После электрофореза осу-

ществляли перенос полипептидов на PVDF-мембрану 

(Immobylon, Millipore, США). Иммунодетекцию про-

водили согласно протоколу для «SNAP i.d.» (Millipore, 

США) с антителами к субъединицам α1α2α3α5α6α7, 

LMP7, Rpt6, LMP2 и PA28β протеасом и к β-актину 

(Santa Cruze, США). Затем мембрану подвергали об-

работке системой хемилюминесцентной детекции 

ECL (GE Healthcare, Великобритания). Плотность по-

лос оценивали с помощью компьютерной программы 

«ImageJ». Стандартизация проводилась относительно 

β-актина. Результаты выражали в процентах от содер-

жания субъединиц протеасом в неизмененной ткани. 

Активность кальпаинов определяли в осветлен-

ных гомогенатах по гидролизу Suc-LLVY-AMС. Реак-

ционная смесь содержала 100 мМ Tris-HCl (pH 7,3), 

145 мM NaCl, 1 мМ дитиотрейтола и 30 мкМ Suc-

LLVY-AMC с добавлением 10 мM CaCl
2
 или без него 

с 30 мкМ ингибитора кальпаина I (Sigma) или инги-

битора кальпаина IV (Calbiochem). Реакцию прово-

дили в течение 30 мин при температуре 20°С. Образо-

вавшийся продукт регистрировали на флюориметре 

«Hitachi-850» (Япония) при длине волны возбужде-

ния 380 нм и эмиссии 440 нм. За единицу активно-

сти принимали количество фермента, при котором 

гидролизуется 1 нмоль Suc-LLVY-AMC в течение 1 

мин. Удельную активность кальпаинов выражали в 

единицах активности на 1мг белка.

Статистическую обработку результатов прово-

дили с помощью пакета программ Statistica 8.0. Зна-

чимость различий исследовали с помощью критерия 

Манна–Уитни, корреляционный анализ проводили 

по Спирману.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В результате проведенного исследования выявле-

но усиление протеасомзависимого протеолиза в зло-

качественной ткани эндометрия по сравнению как с 

таковым в неизмененной и гиперплазированной тка-

ни (см. таблицу). Отмечено, что в ткани РЭ тоталь-

ная активность была выше, чем в неизмененной, в 

1,64 раза (р=0,03), а активность пула 26S – в 2,11 раза 

(р=0,03). По сравнению с ГЭ тотальная активность в 

ткани РЭ была выше в 2,27 раза (р=0,002), а пула аль-

тернативных форм протеасом – в 1,39 раза (р=0,03).

Отметим, что данные о повышении активности 

протеасом в злокачественной ткани по сравнению с 

неизмененной ранее были получены нами для рака 

эндометрия, молочной железы, плоскоклеточных 

карцином головы и шеи, в то время как при раке поч-

АКТИВНОСТЬ ПРОТЕАСОМ В ГИПЕРПЛАЗИРОВАННОМ, 
НЕИЗМЕНЕННОМ И ЗЛОКАЧЕСТВЕННОМ ЭНДОМЕТРИИ

Ткань n

Тотальная активность, 
•103 Ед/мг

Активность пула 26S, 
•103 Ед/мг

Активность пула 20S, 
•103 Ед/мг

медиана Q1; Q3 медиана Q1; Q3 медиана Q1; Q3

Гиперплазия 23 26,30* 8,81; 52,08 23,26 7,33; 33,30 48,40* 12,12; 81,67

Неизмененная ткань больных РЭ 30 36,51* 12,58; 77,86 12,78* 6,39; 36,08 64,60 38,70; 97,09

Опухолевая ткань больных РЭ 30 59,65 28,42; 121,93 27,00 11,49; 50,74 67,29 41,67; 156,86

Примечание. Q
1
 и Q

3
 – соответственно нижний и верхний квартили; n – число больных; * – p<0,05 по сравнению с опухолевой тканью 

больных РЭ.
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ки и мочевого пузыря этот показатель снижался или 

не изменялся [4, 6]. Такое разнонаправленное изме-

нение подразумевает неодинаковую степень участия 

протеасомной системы и ее вовлеченность в различ-

ные механизмы при развитии опухолей указанных 

локализаций. 

Увеличение активности протеасом в ткани РЭ по 

сравнению с неизмененными тканями и ГЭ, видимо, 

связано со значительным повышением интенсивно-

сти клеточных процессов, многие участники которых 

являются субстратами протеасом: белки – регулято-

ры клеточного цикла, рецепторы эстрогенов и про-

гестерона, компоненты системы инсулиноподобных 

факторов роста, многие транскрипционные факто-

ры, белки pRb и p53, ингибитор NF-κB IkB, белки, 

контролирующие активность каспаз, компоненты 

сигнальных путей [9]. Соответственно, происходит и 

усиление аппарата деградации белков. 

В результате исследования также выявлено из-

менение субъединичного состава протеасом в тка-

ни РЭ (рис. 1). Наблюдалось снижение содержания 

α1α2α3α5α6α7-субъединиц протеасом на 41% по 

сравнению с неизмененной тканью. Отметим, что 

α1α2α3α5α6α7-субъединицы являются неотъемлемой 

составляющей любой формы протеасом, поэтому по 

их экспрессии можно судить о содержании тотально-

го пула протеасом. Таким образом, в ткани РЭ про-

исходит значительное уменьшение количества про-

теасом по сравнению с окружающей неизмененной 

тканью. Содержание в ней иммунных субъединиц, 

напротив, увеличилось: LMP2 – на 24,8%, LMP7 – на 

27,6%. Столь значительное повышение при сниже-

нии общего количества протеасом свидетельствует об 

изменении функционирования протеасомной систе-

мы при РЭ и, видимо, играет важную роль в развитии 

опухоли. Трансформированная клетка может исполь-

зовать эту перестройку как инструмент для регуляции 

критических для нее процессов – пролиферации, 

дифференцировки, апоптоза. 

Содержание субъединицы регуляторного ком-

плекса PA28β было на 24,5% выше в малигнизирован-

ной ткани, чем в соответствующей неизмененной. 

PA28 (11S) представляет собой комплекс из субъе-

диниц PA28α и PA28β; он активирует пептидазную 

активность протеасомы, увеличивая эффективность 

гидролиза некоторых пептидов в 100 раз, при этом 

не оказывая влияния на деградацию свернутых или 

крупных белков [5]. Видимо, повышение активности 

протеасом в опухоли связано с увеличением экспрес-

сии субъединиц этой регуляторной частицы.

Содержание субъединицы Rpt6 в ткани РЭ было на 

том же уровне, что и в соответствующей неизменен-

ной ткани. Rpt6 представляет собой одну из АТФаз-

ных субъединиц 19S-регуляторной частицы (PA700) 

26S-протеасомы. Зарегистрированная экспрессия 

Rpt6 в сочетании с резким уменьшением α1α2α3α5α6α7 

(коэффициент корреляции между этими показате-

лями r=0,44; p=0,04) позволяет предполагать отно-

сительное увеличение содержания 19S-регуляторов 

– единственного типа активаторов протеасом, ответ-

ственных за убиквитин- и АТФ-зависимый протео-

лиз. Этот вывод подтверждается фактом двукратного 

повышения активности 26S-пула протеасом, образо-

ванных путем ассоциации 19S-регуляторной частицы 

с 20S-ядром, в ткани РЭ по сравнению с соответству-

ющей неизмененной тканью. Вероятно, малигнизи-

рованную ткань от окружающей отличает усиленный 

убиквитинзависимый протеолиз.

Активность кальпаинов в ткани РЭ не отлича-

лась от таковой в неизмененной ткани, но была в 

11,77 раза выше, чем при ГЭ (р=0,000). Полученные 

результаты согласуются с данными N. Carragher и 

соавт. [7] о повышении активности кальпаинов при 

трансформации клеток в клеточных культурах и по-

зволяют сделать вывод о преимущественном участии 

кальпаинов в процессах, происходящих только в зло-

качественных и прилегающих к ним тканях. По мне-

нию многих авторов, к последним главным образом 

относятся нарушение межклеточной адгезии, пере-

стройка актинового цитоскелета, морфологическая 

трансформация и клеточная миграция, поскольку 

кальпаины деградируют многие сигнальные и струк-

турные белки [3, 10].

При анализе особенностей изменения химотрип-

синподобной активности протеасом и активности 

кальпаинов в опухолях эндометрия в зависимости от 

стадии заболевания выявлена выраженная тенденция 

Рис. 1. Субъединичный состав протеасом в ткани РЭ 

по сравнению с содержанием в неизмененной ткани, 

принятым за 100% * – p<0,05
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к их повышению при увеличении глубины инвазии в 

миометрий (рис. 2). При распространении опухоли 

на строму шейки матки (стадия II) наблюдали сниже-

ние активности протеаз или значения, характерные 

для стадии Ib. Таким образом, резкое усиление спец-

ифического внутриклеточного протеолиза при РЭ 

происходит на начальных этапах заболевания. Счи-

тается, что протеазы взаимодействуют друг с другом 

и образуют сеть, которая представлена ферментами 

различных каталитических типов и обеспечивает эф-

фективный протеолиз в ходе опухолевой прогрессии 

[12]. Сходный характер изменений активности про-

теасом и кальпаинов в развитии РЭ, видимо, связан 

с взаимодействием протеаз в процессе опухолевой 

прогрессии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В целом полученные данные указывают на то, 

что развитие злокачественных опухолей сопряжено 

с существенным изменением активности протеасом 

и кальпаинов. Дальнейшее изучение может стать 

основой для разработки новых дополнительных кри-

териев прогноза течения опухолей эндометрия и по-

иска эффективных противоопухолевых средств при 

молекулярно-направленной терапии. 
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Л И Т Е Р А Т У Р А

Рис. 2. Активность протеиназ при гиперпластичеких процессах и РЭ в зависимости от стадии: а – активность 

протеасом, б – активность кальпаинов; * – р<0,05 по сравнению со стадией Ia РЭ; # – р≤0,01 по сравнению с 

гиперплазией эндометрия
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