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Биологическая агрессивность опухоли определяется способностью опухолевых клеток к инвазии и
метастазированию, что является следствием приобретения ими целого ряда фенотипических харак-
теристик. Во время миграции клеток происходит ремоделирование актинового цитоскелета, кото-
рое осуществляется различными группами актин-связывающих белков, в регуляции которых важ-
ную роль играют протеасомы и кальпаины. Поэтому, изучение взаимосвязи белков, ассоциирован-
ных с клеточной подвижностью с процессами лимфогенного метастазирования, а также оценка
регулирующей роли внутриклеточных протеаз в этих процессах чрезвычайно актуально для фунда-
ментальной онкологии. В проведенном исследовании продемонстрированы ассоциации актин-
связывающих белков с активностью протеасом и кальпаинов, характерные для опухолей и метаста-
зов молочной железы, предложена возможная схема взаимосвязи внутриклеточных систем с актин-
связывающими белками. Полученные результаты расширяют фундаментальные представления о
процессах опухолевой прогрессии, а также могут быть использованы при поиске белков – мишеней
для терапевтического воздействия при молекулярно–направленной терапии рака.

Ключевые слова: рак молочной железы, актин-связывающие белки, протеасомы, кальпаины, лим-
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Процесс метастазирования злокачественных
опухолей связан с приобретением клетками по-
движности, которая обеспечивается изменением
экспрессионного профиля различных актин-свя-
зывающих белков и β-катенина. Во время мигра-
ции клеток происходит ремоделирование акти-
нового цитоскелета, которое осуществляется раз-
личными группами актин-связывающих белков:
мономер связывающие белки (тимозин-4β); фи-
ламент – деполимеризующие белки (кофилин);
белки, разрывающие актиновые филаменты и
формирующие два фрагмента (гельзолин); попе-
речносвязывающие белки, участвующие в фор-
мировании пучков филаментов, их ветвлении и
формировании трехмерных структур (белки
Arp2/3 комплекса) [1]. В этих процессах важную
роль отводят и β-катенину, который в клетке при-

сутствует в составе катенин-кадгериновых ком-
плексов, обеспечивая адгезию и снижая мигра-
ционную активность клеток. С другой стороны,
β-катенин является сигнальной молекулой в
Wnt/β-катенин сигнализации, участвует в акти-
вации генной траскрипции посредством трансак-
тивации TCF/LEF транскрипционных факторов,
что приводит к повышению миграции, сниже-
нию адгезии и повышению пролиферации клеток
[2]. По данным литературы, при анализе экспрес-
сии генов, кодирующих актин-связывающие бел-
ки, было продемонстрировано их участие при
опухолевой прогрессии и на этапах метастазиро-
вания [3]. Важная роль в регуляции активности
локомоторных белков отводится протеасомам и
кальпаинам, которые постоянно и с высокой ско-
ростью утилизируют белки, выполнившие свою
функцию, к числу которых относятся локомотор-
ные белки [4, 5]. Протеасомы в клетке представ-
лены мультикаталитическими мультисубъеди-
ничными комплексами и осуществляют протео-
лиз цитозольных, ядерных белков, превращение
неактивных белков – предшественников в актив-
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ные, участвуют в образовании регуляторных пеп-
тидов, презентации комплекса гистосовместимо-
сти I типа, регуляции транскрипции генов [6, 7].
Протеасомы проявляют каспазаподобную (КПА),
трипсинподобную (ТПА) и химотрипсинподоб-
ную (ХПА) активность [8]. При обширном лим-
фогенном метастазировании рака молочной же-
лезы (РМЖ) наблюдается значительное угнете-
ние активности протеасом, которое может
считаться неблагоприятным прогностическим
признаком [9–11]. Другая внутриклеточная про-
теолитическая система – кальпаиновая, пред-
ставлена кальций-зависимыми цистеиновыми
протеазами, которые осуществляют частичный
протеолиз и часто поставляют субстрат для даль-
нейшей деградации белка протеасомами. Кальпа-
ины могут выполнять посттрансляционную мо-
дификацию белков, увеличивая функциональное
разнообразие белков – мишеней. Показано,
что протеолитическая деградация характерна для
β-катенина, кофилина, гельзолина и Arp2/3 ком-
плекса [12, 13]. Протеолитическая регуляция ак-
тин-связывающих белков исследована недоста-
точно, несмотря на то, что этот процесс может
быть одним из основных в реализации метастази-
рования злокачественных опухолей.

Целью настоящего исследования явилась
оценка белков, ассоциированных с клеточной
подвижностью при лимфогенном метастазирова-
нии РМЖ и изучение их взаимосвязи с активно-
стью протеасом и кальпаинов.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Всего в исследование было включено 73 паци-

ентки с первично операбельным инвазивным
РМЖ (Т1–3N1–2M0), комбинированное лечение
которых было начато с хирургического этапа,
включало проведение оперативного вмешатель-
ства, выполняемого в объеме радикальной маст-
эктомии или органосохранной расширенной
операции. Возраст пациенток, вошедших в иссле-
дование, варьировал от 28 до 75 лет (средний воз-
раст больных 56 ± 11 лет). У всех пациенток РМЖ

диагноз был верифицирован морфологически. В
представленной выборке у 71% пациенток было
обнаружено от 1 до 3 метастатически-изменен-
ных регионарных лимфоузла, у 29% пациенток
было обнаружено 4 и более метастатически-изме-
ненных регионарных лимфоузла. Материалом
для исследования служили образцы неизменен-
ной, опухолевой ткани, а также ткань лимфоген-
ных метастазов, полученные при выполнении ра-
дикального оперативного вмешательства. Под
неизмененной тканью подразумевали визуально
неизмененную ткань молочной железы, взятую
на расстоянии 1–3 см от границы опухоли. Опу-
холевая ткань и ткань лимфоузла проходили обя-
зательную морфологическую верификацию. Со-
держание актин-связывающих белков – кофили-
на и тимозина – оценивалось методом Вестерн-
блоттинг в осветленном гомогенате тканей. При
этом проводилась стандартизация значений изу-
чаемых белков на содержание β-актина. Резуль-
таты выражали в процентах от содержания изуча-
емых белков в неизмененной ткани (рис. 1). Со-
держание белков p45-Ser-β-катенин, Аrp3 и
гельзолина оценивали методом проточной цито-
флюориметрии в цитокератин 18-позитивных
клетках. При этом оценивался процент клеток,
экспрессирующих изучаемые показатели, по от-
ношению ко всем цитокератин 18-позитивным
клеткам.

Активность протеасом и кальпаинов в тканях
РМЖ определяли в осветленных гомогенатах тка-
ней по гидролизу соответствующих флуороген-
ных олигопептидов Suc-LLVY-AMС и Cbz-LLG-
AMC (Sigma, США). Для оценки активности при-
месных протеаз применяли специфический ин-
гибитор протеасом – MG132 (Sigma, США) и ин-
гибитор кальпаинов – MG101 (Sigma, США). Ак-
тивность протеасом и кальпаинов выражали в
единицах активности на 1 мг белка (103 Ед/мг белка).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
При изучении содержания актин-связываю-

щих белков в тканях пациенток РМЖ было пока-
зано, что уровень тимозина и кофилина досто-
верно выше в метастазах по сравнению с тканью
первичной опухоли молочной железы. Содержа-
ние актин разрывающего белка гельзолина (кото-
рый функционально схож с кофилином), уровень
белка Аrp3, участвующего в связывании фила-
ментов и входящего в состав Arp2/3 комплекса, а
также содержание фосфорилированной по сери-
ну-45 фракции белка β-катенина не изменялось в
метастазах по сравнению с первичной опухолью
(табл. 1).

Таким образом, продемонстрировано разли-
чие в уровне мономер связывающего белка тимо-
зина-4β и филамент-деполимеризующего белка
кофилина между тканью первичной опухоли и

Рис. 1. Результаты Вестерн-блоттинг анализа содер-
жания белков тимозин-4β и кофилина в тканях мо-
лочной железы: 1 – в неизмененной ткани; 2 – в опу-
холевой ткани; 3 – в ткани метастатических регио-
нарных лимфоузлов.

Тимозин-4�

Кофилин

1 2 3
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лимфогенными метастазами рака молочной же-
лезы.

В настоящее время различные аспекты влия-
ния протеасом и кальпаинов на приобретение
злокачественными клетками способности к мета-
стазированию не в полной мере освещены в лите-
ратуре, и, несомненно, нуждаются в дальнейшем
изучении. Поэтому следующим этапом проведен-
ного исследования явилось изучение активности
внутриклеточных протеолитических систем в
тканях РМЖ и их дальнейшее сопоставление с
содержанием актин-связывающих белков в опу-
холевой ткани и лимфогенных метастазах при ра-
ке молочной железы.

При изучении активности протеасом и каль-
паинов в тканях больных РМЖ выявлено усиле-
ние процессов внутриклеточного протеолиза в
опухоли и ткани лимфогенных метастазов по
сравнению с неизмененными тканями. В опухоли
продемонстрировано статистически значимое
увеличение ХПА в 2.4 раза, КПА в 2.7 и активно-
сти кальпаинов (АК) в 1.9 раза соответственно, по
сравнению с неизмененной тканью. В ткани ме-
тастатически измененных регионарных лимфоуз-
лов наблюдалось увеличение ХПА в 3.6 раза и
КПА в 2.5 раза по сравнению с неизмененной
тканью. Кроме того, для ХПА было зарегистриро-
вано статистически значимое увеличение в ряду:
“неизмененная ткань – опухоль – лимфогенные
метастазы” (р = 0.04). КПА протеасом и актив-
ность кальпаинов в опухоли были сопоставимы с
активностью в лимфоузлах (табл. 2).

Далее было проведено сопоставление актив-
ности внутриклеточных протеаз с содержанием
актин-связывающих белков в опухолевой ткани и
лимфогенных метастазах при раке молочной же-
лезы (рис. 2).

Выполненный корреляционный анализ пока-
зал, что в ткани рака молочной железы наблюда-
ется отрицательная корреляционная зависимость
между содержанием кофилина и другими актин-
связывающими белками (тимозин-4β, гельзолин,
Arp3 и p45-Ser β-катенин), а также прямые взаи-
мосвязи между p45-Ser-β-катенином, который
регулирует адгезивные и миграционные способ-
ности клеток, и ХПА протеасом. На основе ре-
зультатов корреляционного анализа нами пред-
ложена возможная схема взаимосвязи протеа-
сомной, кальпаиновой внутриклеточных систем
с актин-связывающими белками. Для ткани ме-
тастатических лимфоузлов выявлена взаимосвязь
P45-Ser-β-катенина и гельзолина с ХПА и КПА
протеасом опухолевой ткани, тогда как содержа-
ние кофилина в метастазах прямо коррелировало
с АК в опухоли, которые являются протеазами-
модуляторами и часто поставляют субстрат для
дальнейшей деградации белка протеасомами
(рис. 2).

Вероятно, для опухолей молочной железы ха-
рактерен протеолиз p45-Ser-β-катенина, скорее
всего, конъюгированного с полиубиквитином,
26S протеасомой либо гибридной формой проте-
асом, что согласуется с представлениями о нека-
ноническом пути регуляции стабильности моле-
кул β-катенина через убиквитин-протеасомную

Таблица 1. Процентное содержание актин-связывающих белков и p45-Ser β-катенина в ткани первичной опухо-
ли и метастазах в регионарные лимфатические узлы у больных раком молочной железы

Изучаемый показатель, (%) Первичная опухоль Метастазы в регионарные лимфоузлы p

Тимозин-4β 19.0 [12.0; 23.0] 56.0 [32.5; 94.5] p = 0.001
Кофилин 19.0 [14.0; 23.0] 152.0 [55.0; 237.0] p = 0.0009
p45-Ser β-катенин 74.5 [29.0; 90.0] 77.0 [69.0; 93.0] p > 0.05
Аrp3 34.0 [27.0; 64.0] 47.0 [43.0; 56.0] p > 0.05
Гельзолин 58.0 [33.0; 77.0] 72.0 [56.0; 77.0] p > 0.05

Таблица 2. Изменение активности протеасомной и кальпаиновой внутриклеточных протеолитических систем в
неизмененной, опухолевой ткани и ткани метастатически измененных регионарных лимфатических узлов при
раке молочной железы

Примечание: * – значимость различий с группой неизмененная ткань, р < 0.01; ** – значимость различий с группой опухоле-
вая ткань, р < 0.05.

Активность 
внутриклеточных протеаз Неизмененная ткань Опухолевая ткань Метастазы в регио-

нарные лимфоузлы

ХПА 16.33 [8.22; 35.75] 39.66* [19.16; 80.90] 59.52*,** [29.39; 148.69]
КПА 17.2 [9.68; 40,01] 46.0* [19.57; 146.63] 43.63* [16.54; 110.95]
АК 34.95 [20.09; 128.57] 66.08* [32.30; 158.70] 59.40 [22.10; 185.90]
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систему [14]. А прямая корреляционная зависи-
мость активности кальпаина в опухоли с содер-
жанием деполимеризующего белка кофилина в
метастазах может быть связана со способностю
кальпаинов расщеплять адгезионные межклеточ-
ные контакты, которые способствуют выходу
клеток в регионарные лимфоузлы [15]. Получен-
ные результаты расширяют фундаментальные
представления о процессах метастазирования
злокачественных опухолей.
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RELATIONSHIP ESTIMATION OF CELL MOBILITY PROTEINS LEVEL 
WITH PROCESSES OF PROTEOLYSIS AND LYMPHOGENIC METASTASIS 

IN BREAST CANCER
E. E. Seredaa,#, E. S. Kolegovaa, G. V. Kakurinaa, E. A. Sidenkoa,

D. A. Korshunova, and I. V. Kondakovaa
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Tomsk, Russian Federation
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The biological aggressiveness of a tumor is determined by the ability of tumor cells to invade and metastasize
which is a consequence of their acquisition of a number of phenotypic characteristics. Remodeling of the ac-
tin cytoskeleton occurs during cell migration which is carried out by various groups of actin binding proteins
in the regulation of which proteasomes and calpains play an important role. Therefore the study of the rela-
tionship of proteins associated with cell motility with the processes of lymphogenous metastasis as well as the
assessment of the regulatory role of intracellular proteases in these processes is extremely important for fun-
damental oncology. This study demonstrates the associations of actin binding proteins with the activity of
proteasomes and calpain, which are specific for tumors and metastases of the mammary gland. We proposed
a possible scheme of the relationship of intracellular systems with actin binding proteins. The results obtained
expand the fundamental understanding of the processes of tumor progression and can also be used in the
search for proteins-targets for therapeutic action in molecular targeted cancer therapy.

Keywords: breast cancer, actin binding proteins, proteasomes, calpains, lymphogenous metastases
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