
Исследование молекулярного патогенеза рака 
молочной железы (РМЖ) является приоритетным 
направлением современной онкологии в связи с 
высокой распространенностью, смертностью и 
гетерогенностью этого заболевания. В настоящее 
время актуальным является поиск новых подходов 
к прогнозированию течения этого заболевания [2, 
7]. Современные прогностические критерии долж-
ны отражать патогенетические особенности рака 
молочной железы и быть связаны с различными 
механизмами реализации терапевтического эффекта. 
С этих позиций показатели протеасомной системы 
являются важными компонентами, которые могут 
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оказывать влияние на исход рака молочной желе-
зы. Это обусловлено тем, что протеасомы играют 
ключевую роль в таких клеточных процессах, как 
регуляция апоптоза, пролиферации и клеточного 
цикла, противоопухолевого действия иммунной 
системы, неоангиогенеза, прогрессии, инвазии и 
метастазирования злокачественных опухолей [3, 4, 
13, 19–21]. 

Протеасомы, обладая трипсинподобной, химо-
трипсинподобной и каспазоподобной активностями, 
обеспечивают разрезание связей после основных 
гидрофобных и кислых аминокислот, соответствен-
но, обеспечивая модификацию структуры белков и 
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влияя, таким образом, на их функциональную актив-
ность [5, 22]. Кроме того, нарушение эффективной 
регуляции количества и функции многих белков, в 
том числе рецепторов факторов роста и половых 
стероидных гормонов, являющихся мишенями те-
рапевтического воздействия при РМЖ, неразрывно 
связано с избирательной деградацией, которую в 
клетке осуществляет  протеасомная система. В ряде 
работ показано, что протеасомы контролируют ко-
личество рецепторов эстрогенов, прогестерона и ре-
цепторов эпидермального фактора роста [11, 15,17, 
18]. В экспериментальных исследованиях на модели 
РМЖ у животных продемонстрировано уменьшение 
размера опухоли молочной железы при применении 
ингибитора протеасом бортезомиба [10]. 

В настоящее время большинство работ по изуче-
нию протеасом проводятся на культурах опухолевых 
клеток [9, 18], что не всегда позволяет экстраполи-
ровать полученные данные на первичные опухоли 
человека. Практически отсутствуют сведения о 
связи активности протеасом с лимфогенным мета-
стазированием. Ранее на клиническом материале не 
изучалась каспазоподобная активность протеасом, 
хотя в отдельных публикациях было показано, что 
применение ингибиторов протеасом, в том числе 
и Велкейда, способствует угнетению и химотрип-
синподобной, и каспазоподобной активностей про-
теасом [12]. 

Цель исследования – изучение химотрипсинпо-
добной и каспазоподобной активностей протеасом 
в тканях рака молочной железы при различной рас-
пространенности процесса. 

Материал и методы 
Исследовалась опухолевая ткань, взятая после 

выполненного радикального хирургического вме-
шательства от 74 больных РМЖ Т1–4N0–3М0 стадии, в 
возрасте 28–85 лет, не получавших неоадъювантную 
химиотерапию. Во всех случаях была проведена 
морфологическая верификация опухолевой и неиз-
мененной ткани молочной железы. Наиболее частой 
гистологической формой был инвазивный протоко-
вый рак (78 %), в 14 % случаев выявлен инвазивный 
дольковый рак, в 8 % опухоли были представлены 
другими гистологическими типами (медуллярный, 
слизистый).

Оценка состояния протеасомной системы прово-
дилась путем определения химотрипсиноподобной 
и каспазоподобной активностей протеасом. На 
первом этапе для определения активности про-

теасом из изучаемых тканей получали осветленные 
гомогенаты. Гомогенат центрифугировали 60 мин 
при 10000g и 4°С.

Химотрипсиноподобную активность протеасом 
(ХТП) и каспазоподобную активность протеасом 
(КП) определяли в осветленных гомогенатах опу-
холевых и неизмененных тканей по гидролизу 
различных флуорогенных олигопептидов. Для 
определения химотрипсинподобной активности 
протеасом в качестве олигопептида использовали 
Suc-LLVY-AMC(Sigma, США), который расщепля-
ется химотрипсинподобными центрами протеа-
сом [8]. Для оценки каспазоподобной активности 
протеасом в качестве олигопептида использовали 
Cbz-LLG-AMC (Sigma, США). Реакцию прово-
дили при 37 °С в течение 20 мин. Для исключения 
вклада примесных протеолитических активностей 
в пробы добавляли 7 мкМ MG132 (Sigma, США), 
ингибитора активности протеасом. Образовавшийся 
продукт регистрировали на флуориметре «ФФМ-1» 
(Япония) при длине волны возбуждения 380 нм и 
эмиссии 440 нм. Окончательные расчеты проводили 
по разнице между полной и остаточной активностя-
ми в присутствии MG132. За единицу активности 
протеасом принимали количество фермента, при 
котором гидролизуется 1 нмоль соответствующего 
субстрата в течение 1 мин. Удельную активность 
протеасом выражали в единицах активности на
1 мг белка. Содержание белка определяли по методу 
Лоури [16]. 

Статистическую обработку результатов прово-
дили с применением пакета статистических про-
грамм Statistica 8.0. Для многомерного обобщения 
проводился дисперсионный анализ (критерий 
Краскела–Уоллиса (Н)). При попарном сравнении 
групп использовался критерий Манна-–Уитни. При 
проведении корреляционного анализа использовал-
ся метод Спирмена. В табл. 1 значения представлены 
как медиана, разброс значений – как 25–75 % квар-
тиль. Различия считались значимыми при р<0,05. 

Результаты и обсуждение 
Установлено, что при РМЖ медианные значения 

химотрипсинподобной и каспазоподобной актив-
ности протеасом в опухолевой ткани выше в 2,29 и 
в 2,26  раза соответственно, по сравнению с неиз-
мененной тканью (р<0,05) (табл. 1). Кроме того, вы-
явлена прямая корреляционная взаимосвязь между 
химотрипсин- и каспазоподобной активностью 
протеасом в опухоли (R=0,42; p=0,004). Анализируя 
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активность протеасом в опухолевой и неизмененной 
ткани, следует отметить, что полученные результаты 
по изменению каспазоподобной активности протеа-
сом уникальны, так как в литературе отсутствуют 
работы по изучению этой активности у онкологи-
ческих пациентов. 

Полученные результаты о химотрипсинподобной 
активности протеасом созвучны имеющимся в лите-
ратуре данным не только при РМЖ, но и при других 
локализациях: рак эндометрия, плоскоклеточных 
карциномах головы и шеи [1, 6, 14]. Можно полагать, 
что увеличение активности протеасом в опухоли по 
сравнению с неизмененными тканями обусловлено 
усилением процессов внутриклеточного протеолиза 
при опухолевом росте. Чтобы клетке продолжать 
свое существование, необходимо усилить систему, 
занимающуюся деградацией выполнившего свою 
функцию белкового и пептидного материала. При 
этом может происходить увеличение синтеза протеа-
сомных субъединиц путем регуляции транскрипции 
генов,  изменение на этапе их сборки или изменение 
качества и количества белков, принимающих уча-
стие в контроле протеасом-зависимого протеолиза 

Таблица 1 

химотрипсинподобная (хтп) и каспазоподобная (КаС) активность протеасом в опухолевой и 
неизмененной ткани больных рмж

Тип ткани
Активность протеасом в опухолевой ткани, ×103 Ед/мг

ХТП КАС
Неизмененная ткань 12,46 (6,9–22,3) 13,98 (7,65–26,88)

Опухолевая ткань 28,63 (14,94–56,73)* 31,73 (16,6–59,79)*
К=оп/неизм 2,29 (1,25–4,71) 2,26 (1,45–3,98)

Примечание: К – коэффициент соответствующей активности протеасом, который представляет их отношение в опухоли и в неизмененной 
ткани; * – различия значимы по сравнению с неизмененной тканью (p<0,05).

[23]. Кроме того, в опухолях возможно усиление
и/или нарушение механизма обратной связи между 
активностью протеасом и транскрипцией их генов. 
Было показано, что после воздействия протеасом-
ных ингибиторов в клетке усиливается биосинтез 
протеасом de novo, причем этот феномен  сильнее 
выражен в опухолях по сравнению с нормальными 
тканями [24].

Важным критерием, влияющим на прогноз 
заболевания, является распространенность опухо-
левого процесса, включающая в себя размер ново-
образования и вовлеченность в опухолевый процесс 
регионарных лимфатических узлов. Распространен-
ность косвенно отражает агрессивность опухолевого 
процесса и частично отражает биологические осо-
бенности самой опухоли. При оценке связи актив-
ности протеасом с размером новообразования было 
выявлено достоверное повышение как химотрип-
синподобной, так и каспазоподобной активности 
протеасом при местнораспространенных формах 
рака (Т3–4) по сравнению с опухолями меньшего 
размера (табл. 2). Вероятно, высокая активность 
протеасом при опухолях большого размера вызвана 

Таблица 2

химотрипсинподобная (хтп) и каспазоподобная (КаС) активность протеасом в опухолевой 
ткани больных рмж в зависимости от стадии

Стадия
Активность протеасом в опухолевой ткани, ×103 Ед/мг

ХТП КАС
      В зависимости от критерия Т

Т1–2N0–3M0, n=63 23,8 (12,58–45,4) 29,17 (11,23–45,2)
Т3–4N0–3M0, n=10 69,67 (34,9–134,7)* 63,34* (40,17–113,8)

      В зависимости от критерия N
Т1–4N0–1M0, n=57 27,45 (15,65–49,4)** 30,75 (11,9–53,25)**
Т1–4N2M0, n=12 43,05 (15,07–88) 78,8 (39–128,2)
Т1–4N3M0, n=4 24,67 (8,22–86,1) 20,58 (7,87–33,28)**

Примечание: * – различия значимы по сравнению с группой   больных РМЖ T1–2N0–3M0 стадии (p<0,05); ** – различия значимы по сравнению 
с группой больных РМЖ T1– 4N2M0 стадии (p<0,05).
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активными процессами протеолиза отработанных и 
поврежденных белков, которые являются субстра-
том для усиленного опухолевого роста.

Также обнаружена волнообразная динамика 
изменения ХТП и КАС активностей протеасом в 
зависимости от степени вовлеченности в онкологи-
ческий процесс регионарных лимфатических узлов. 
Методом дисперсионного анализа было показано, 
что каспазоподобная активность протеасом в опу-
холевой ткани значимо различалась в зависимости 
от вовлеченности в опухолевый процесс регионар-
ных лимфатических узлов (Н(2)=7,7; р<0,05). При 
более детальном рассмотрении внутригрупповых 
отличий активности протеасом показано, что в про-
гностически благоприятной группе по лимфогенной 
распространенности (N0–1) были выявлены умерен-
ные значения как ХТП, так и КАС активности. При 
N2 наблюдалось максимальное повышение химо-
трипсинподобной и каспазоподобной активностей 
протеасом в опухоли (р<0,05). В группе с наименее 
благоприятным прогнозом (N3), при большом коли-
честве лимфоузлов, вовлеченных в процесс метаста-
зирования, наблюдалось выраженное снижение этих 
активностей, что, вероятно, можно рассматривать 
как неблагоприятный прогностический признак, 
характеризующий отсутствие адекватной регуляции 
протеасомной системы (табл. 2). Следует отметить, 
что наиболее выраженные изменения были выявле-
ны для каспазоподобной активности протеасом. Это 
может быть связано с тем, что при ингибировании 
каспазоподобной активности протеасом проис-
ходит накопление убиквитинированных белковых 
конъюгатов [5], что, вероятно, может стимулировать 
лимфогенное метастазирование.

Таким образом, полученные результаты свиде-
тельствуют о том, что при большей распространен-
ности опухолевого процесса изменяется активация 
протеасомной системы. При обширном лимфоген-
ном метастазировании наблюдается значительное 
угнетение активности протеасом, что в дальнейшем 
может рассматриваться в качестве неблагоприятного 
прогностического признака. Кроме того, выявленная 
динамика функционирования протеасомной систе-
мы в зависимости от распространенности онколо-
гического процесса свидетельствует о важной роли 
внутриклеточного протеолиза в прогрессировании 
рака молочной железы. Очевидно, что исход заболе-
вания определяется не только распространенностью 
заболевания, но в большей мере биологическими 

особенностями опухоли, этот аспект нуждается в 
дальнейшем, более углубленном изучении. 

Работа выполнена при частичной финансовой 
поддержке РФФИ (грант 13-04-00169А).
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