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ВВЕДЕНИЕ 

 

Рак легкого является одной из часто встречающихся злокачественных 

опухолей и наиболее распространённой причиной смертности от онкологической 

патологии. Несмотря на разнообразие существующих методов диагностики, к 

моменту установления диагноза у 39,4% больных раком легкого уже выявляются 

метастазы [12]. Подавляющее большинство пациентов (до 70%) при первичном 

обращении имеют III стадию опухолевого процесса [19; 26]. Среди 

гистологических вариантов злокачественных опухолей легкого наиболее часто 

встречается немелкоклеточный рак (НМРЛ). Лечение больных НМРЛ  по-

прежнему остается  предметом исследований и дискуссий. Основным и 

единственно радикальным методом лечения местнораспространенного рака 

легкого является хирургический, однако 5-летняя выживаемость на протяжении 

последних десятилетий не претерпела существенных изменений и находилась в 

прямой зависимости от стадии заболевания и гистологической структуры 

опухоли. Так, результаты 5-летней выживаемости после хирургического лечения 

местнораспространенного НМРЛ III стадии варьируют от 5 до 28% [12; 130]. 

В связи с этим в настоящее время активно развиваются методы 

комбинированного лечения НМРЛ, включающие рациональное сочетание 

радикального хирургического вмешательства с лучевой  и/или лекарственной 

противоопухолевой терапией [6; 26]. Проведенные  исследования, показали, что 

тримодальное лечение у больных НМРЛ III стадии достоверно улучшает 5-

летнюю выживаемость более чем в 2 раза относительно только хирургического 

лечения [6; 55; 119]. Выбор метода лечения, несомненно, влияет на особенности 

течения и  прогноз заболевания, во многом определяя вероятность опухолевой 

прогрессии.  

Метастазирование и инвазивный рост, являясь основной характеристикой 

злокачественных новообразований, не изучены в достаточной мере на 

молекулярном уровне. В связи с этим необходимо изучение механизма 

формирования метастазов как для понимания закономерностей изменения 
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клеточных процессов при распространении опухолей, так и для разработки 

методов прогноза метастазирования. Значимыми процессами, определяющими 

метастатический потенциал опухолевых клеток, являются нарушение адгезивных 

свойств и способность к активному перемещению в экстраклеточном матриксе, 

важную роль в которых играет реорганизация актинового цитоскелета. В этой 

связи наиболее актуально изучение актин-связывающих белков, к числу которых 

относятся циклаза-ассоциированный протеин 1 (CAP1) и кофилин, а также белка, 

находящегося в комплексе с молекулами межклеточной адгезии - β-катенина. 

САР1 одним концом может с высоким сродством связываться с мономерами 

актина и разрывать его связи с белком твинфилином [117], другой же конец этого 

белка в клетке ассоциирован с кофилином [194], который играет важную роль в 

деполимеризации актина. Таким образом, CAP1 ускоряет обусловленную 

кофилином разборку актиновых филаментов и освобождает мономеры актина с 

последующей их полимеризацией для формирования актин-богатых структур, 

таких как филоподии и ламеллоподии [193; 181]. Также большое влияние на 

процессы локомоции и адгезии оказывает β-катенин. Находясь в составе катенин-

кадгериновых комплексов, β-катенин участвует в формировании межклеточных 

контактов. При их нарушении β-катенин освобождается из связи с Е-кадгерином и 

фосфорилируется по остатку серина 45. Уменьшение количества мембранных 

катенин-кадгериновых комплексов сопровождается накоплением 

фосфорилированного β-катенина в цитозоле с последующим его 

перераспределением в ядро, где он участвует в активации TCL/LEF 

транскрипционных факторов, что вызывает повышение пролиферативной и 

миграционной активности клеток [16]. В настоящее время не достаточно изучена 

возможная регуляция данных белков при метастазировании НМРЛ.  

Для сохранности клеточного протеома, нормального функционирования 

клеток и регуляции их биологического ответа существует система контроля 

качества клеточного протеома, включающая молекулярные шапероны и 

энергозависимые протеазы [18]. Молекула HspB5 (αB-кристаллина) – малого 

белка теплового шока – является истинным шапероном и при этом ассоциирована 



7 

с лимфогенным и гематогенным метастазированием при опухолевых 

заболеваниях [169]. HspB5 может взаимодействовать с компонентами цитоскелета 

и, таким образом, влиять на пространственно-временную организацию клетки, 

например, может связывать и стабилизировать F-актин и предотвращать его 

деполимеризацию. HspB5также является шапероном для некоторых актин-

связывающих белков, к числу которых относятся CAP1 и кофилин [37]. Кроме 

того, существуют данные о комплексной работе HspB5 с протеасомной 

протеолитической системой, так как белки теплового шока могут поставлять 

белки-субстраты на деградацию в протеасомную систему в клетке [37]: HspB5 – 

часть комплекса, участвующего в полиубиквитинировании молекулы, которая 

является своеобразной меткой для дальнейшей деградации белка 26S протеасомой 

[86]. Также αВ-кристаллин может помогать 20S протеасоме деградировать 

меченые белки в отсутствие 19S регуляторного комплекса или системы 

убиквитинирования [161].  

Внутриклеточные протеолитические системы, такие как убиквитин-

протеасомная и кальпаиновая, самостоятельно участвуют в деградации белков 

актинового цитоскелета, в том числе актин-связывающих белков, таких как 

филамины, гельзолин и кофилин [74; 124; 186]. Существуют данные об активном 

участии протеасом и кальпаинов в деградации некоторых белков, играющих 

важную роль в процессе метастазирования, таких как β-катенин [106]. Для 

кальпаиновой системы белки цитоскелета клетки вообще являются 

физиологическими субстратами [67], что объясняет ее ассоциациию с 

регионарным и отдаленным метастазированием опухолей разных локализаций 

[23; 24; 100; 101]. Доказано, что процесс развития опухоли тесно связан с 

функционированием протеолитических систем. Шапероны и системы протеолиза 

участвуют в регуляции пролиферативной активности, дифференцировки, 

миграции, транскрипции генов, ингибировании апоптоза, стимуляции 

неоангиогенеза и функционировании иммунной системы [37]. Все выше 

сказанное свидетельствует о том, что изучение роли белков CAP1, кофилина, β-

катенина, участвующих в инвазии и миграции опухолевых клеток, их возможных 
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регуляторов белка теплового шока HspB5, протеасомной и кальпаиновой 

протеолитических систем позволило бы выявить новые молекулярные механизмы 

регуляции процессов адгезии и локомоции клеток рака легкого, которые вносят 

значимый вклад в процесс метастазирования. 

Таким образом, представленная выше информация свидетельствует о том, 

что, хотя функция белков клеточной подвижности, внутриклеточных 

протеолитических систем и  белков теплового шока в нормальных и опухолевых 

клетках достаточно хорошо изучена, однако в целом их взаимодействие и 

функционирование в метастазировании раковых опухолей, в общем, и НМРЛ, в 

частности, окончательно не ясно. Комплексное изучение функционирования 

белков CAP1, кофилина, фосфорилированной и общей форм β-катенина, 

участвующих в инвазии и миграции опухолевых клеток, их возможных 

регуляторов белка теплового шока HspB5 протеасомной и кальпаиновой 

протеолитических систем позволило бы выявить новые молекулярные механизмы 

регуляции процессов адгезии и локомоции клеток рака легкого, которые вносят 

значимый вклад в процесс метастазирования. Также актуальным в настоящее 

время представляется важным изучение особенностей функционирования белков, 

ответственных за клеточную подвижность, и регулирующих их систем в ткани 

НМРЛ в зависимости от проводимой терапии и исхода заболевания. Изучение 

данных молекулярных показателей может послужить основой для разработки 

новых маркеров, позволяющих прогнозировать течение рака легкого.  

Цель: изучить белки клеточной подвижности, их регуляцию и определить 

прогностическую значимость при прогрессировании у больных 

немелкоклеточным раком легкого. 

Задачи исследования:  

1. Определить уровень мРНК и содержание актин-связывающих белков 

(CAP1 и кофилина), уровень фракций β-катенина, белка теплового шока HspB5, 

активность протеасом и кальпаинов, содержание общего пула протеасом, 

экспрессию мРНК кальпаина 1 и 2 в неизмененной ткани легкого, в опухоли и в 

лимфогенных метастазах у больных раком легкого. 
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2. Оценить связь изучаемых показателей с основными клинико-

морфологическими параметрами опухолевого процесса. 

3. Изучить изменение экспрессии мРНК и содержания белков клеточной 

подвижности и характеристики компонентов системы контроля клеточного 

протеома при проводимой терапии. 

4. Определить взаимосвязь между содержанием молекулярных 

показателей для оценки возможных механизмов регуляции белков клеточной 

подвижности в тканях первичной опухоли и метастазах в регионарных 

лимфоузлах. 

5. Определить прогностическую значимость белков клеточной 

подвижности и регулирующих их систем в отношении исхода заболевания (2-х 

летней общей, безрецидивной и безметастатической выживаемости) у больных 

немелкоклеточным раком легкого. 

Научная новизна  

Впервые исследованы белки клеточной подвижности (САР1, кофилин,  

фосфорилированная и общая формы β-катенина) и функционирование 

компонентов системы контроля качества клеточного протеома (протеасом, 

кальпаинов и HspB5) в тканях у больных НМРЛ и показано увеличение 

содержания белков клеточной подвижности, а также усиление протеасом- и 

кальпаин-зависимого протеолиза в опухоли по сравнению с неизмененной тканью 

легкого.   

Впервые установлено повышение уровня САР1 и снижение содержания 

кофилина при росте экспрессии их мРНК, а также увеличение 

фосфорилированной фракции β-катенина на фоне снижения его общей фракции и 

снижение активности кальпаинов в ткани первичной опухоли и лимфогенных 

метастазов при увеличении критерия Т. Впервые показано повышение уровня 

САР1 и его мРНК в опухолевой ткани при лимфогенном метастазировании 

НМРЛ. Было выявлено нелинейное изменение уровня кофилина, его мРНК, 

фракций β-катенина и активности протеасом в зависимости от N.  
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Впервые изучаемые показатели оценены при проведении 

термохимиолучевой терапии (ТХЛТ) и показано, что белки изменяются на фоне 

ТХЛТ в регионарных лимфоузлах: снижается уровень САР1 на фоне повышения 

экспрессия его мРНК; повышается общая фракция β-катенина при снижении его 

фосфорилированной формы; а также повышается активность протеасом и 

кальпаинов, содержание HspB5.  

Впервые в тканях НМРЛ выявлена связь между активностью 

внутриклеточных протеиназ и содержанием белков клеточной подвижности: 

показано возможное участие химотрипсинподобной активности протеасом в 

деградации β-катенина; каспазаподобной активности протеасом – САР1 и 

кофилина; активности кальпаинов – кофилина. 

Впервые показано, что высокая активность протеасом является 

неблагоприятным фактором в отношении общей выживаемости; высокий уровень 

САР1 – неблагоприятным фактором в отношении безметастатической 

выживаемости. 

Теоретическая и практическая значимость работы 

Полученные данные имеют фундаментальную значимость для понимания 

молекулярных механизмов прогрессирования НМРЛ. Получены новые знания о 

вероятных механизмах регуляции содержания белков, ответственных за 

подвижность и адгезию, протеолитическими системами в тканях рака легкого.  

Практическую значимость работы составляют результаты исследования, 

которые могут послужить дополнительными критериями прогноза течения 

НМРЛ. Полученные данные о повышении общей и безметастатической 

двухлетней выживаемости больных при низких активности протеасом и уровня 

САР1 свидетельствуют о возможности использования этих показателей в качестве 

новых кандидатных маркеров для оценки прогноза течения заболевания больных 

НМРЛ после операции. 
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Положения, выносимые на защиту 

1. Содержание белков клеточной подвижности (САР1, кофилина, 

фосфорилированной и общей форм β-катенина) и активность внутриклеточных 

протеолитических систем (протеасом и кальпаинов) увеличиваются в опухолевой 

ткани НМРЛ по сравнению с неизмененной тканью и изменяются при 

лимфогенном метастазировании.  

2. Существуют связи активности протеасом и уровня белков клеточной 

подвижности САР1, кофилина и β-катенина; кальпаинов и уровня актин-

связывающего белка кофилина. 

3. Определение уровня САР1 и активности протеасом в ткани первичной 

опухоли НМРЛ дает возможность прогнозировать развитие неблагоприятного 

исхода и безметастатическую выживаемость у больных НМРЛ в 

послеоперационном периоде. 

Степень достоверности и апробация результатов 

Высокая степень достоверности полученных результатов подтверждается 

выполнением работы на достаточном клиническом материале с использованием 

современных и высокотехнологичных молекулярно-биологических методов 

исследований. Полученные результаты статистически обработаны с помощью 

современных методов доказательной медицины. 

Результаты проведенного исследования докладывались и обсуждались на 

Всероссийских конференциях молодых ученых-онкологов, посвященной памяти 

академика РАМН Н.В.Васильева «Актуальные вопросы экспериментальной и 

клинической онкологии» (г. Томск, 2016-2017), Международной конференции 

«Physics of cancer: interdisciplinary problems and clinical applications» (г. Томск 

2017), Объединенном научном форуме, международной научной конференции по 

биоорганической химии «XII чтения памяти академика Юрия Анатольевича 

Овчинникова», VIII Российский симпоиум «Белки и пептиды» (г. Москва, 2017), 

Международной научно-практической конференции «Молекулы и системы для 

диагностики и адресной терапии» (г. Томск, 2017), Конгрессе молодых ученых 

«Актуальные вопросы фундаментальной и клинической медицины» (г. Томск, 
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2018), IV Петербургском международном онкологическом форуме «Белые ночи 

2018» ( г. Санкт-Петербург, 2018) 

Работа выполнена при поддержке Российского фонда фундаментальных 

исследований: Грант № 17-304-50020 мол_нр «Функционирование протеасом и 

кальпаинов в опухолевой прогрессии немелкоклеточного рака легкого», Грант 

РФФИ № 18-415-703003 р_мол_а «Роль актин-связывающих белков в 

формировании метастазов немелкоклеточного рака легкого». Получена стипендия 

Президента РФ молодым ученым и аспирантам (Конкурс СП-2018) в рамках темы 

научного исследования: Разработка технологии прогнозирования 

злокачественных метастазов немелкоклеточного рака легкого. 

Публикации 

По теме диссертации опубликовано 16 печатных работ, из них 5 статей в 

рецензируемых журналах, рекомендованных ВАК Российской Федерации. 

Структура и объем диссертации 

Диссертация состоит из введения, трех глав, заключения, выводов и списка 

цитируемой литературы. Работа изложена на 120 страницах машинописного 

текста, содержит 21 таблицу и иллюстрирована 23 рисунками. Бибилография 

включает 195 литературных источников, из которых 30 отечественных и 165 

иностранных. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://kias.rfbr.ru/index.php


13 

ГЛАВА 1. Обзор литературы 

 

1.1 Немелкоклеточный рак лёгкого 

 

1.1.1 Клинико-эпидемиологические аспекты немелкоклеточного рака 

лёгкого 

 

В структуре онкологической заболеваемости населения мира ведущую 

позицию занимают новообразования трахеи, бронхов, легкого [19; 165], которые 

являются одной из важнейших медицинских и социально-экономических проблем 

в мире. В Российской Федерации в 2016 году рак трахеи, бронхов, легкого 

занимал третье место в общей структуре онкологической заболеваемости. При 

этом, на протяжении десяти лет злокачественные опухоли легкого занимают 

первое место в структуре заболеваемости злокачественными новообразованиями 

мужского населения России, а в структуре заболеваемости женского населения – 

из года в год заболеваемость растет [12].  

В связи с тем, что заболевание на ранних стадиях обычно протекает 

бессимптомно, в большинстве случаев рак легких диагностируется при 

значительном местном распространении или наличии отдаленных метастазов 

(57%). Данные показатели запущенности заболевания непосредственно влияют на 

результаты лечения и обусловливают высокие показатели смертности. 

Пятилетняя выживаемость при локализованном процессе составляет 55%, при 

местнораспространенном процессе - 27%, и 4% при наличии отдаленных 

метастазов [119]. 

Существует несколько классификаций рака легкого. Наиболее часто на 

практике используют TNM и гистологическую классификацию; эти 

классификации учитывают распространенность, агрессивность опухолевого 

процесса и особенности морфологического строения опухоли.  

В зависимости от гистологического строения опухоли [166] выделяют: 

плоскоклеточный, мелкоклеточный, аденокарциному, крупноклеточный и 
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смешанный тип. Часто используется понятие «немелкоклеточный рак легкого» 

(НМРЛ), объединяющее все гистологические типы, за исключением 

мелкоклеточного варианта [26]. НМРЛ обладает относительно более 

благоприятным прогнозом, менее агрессивным течением и большей частотой 

встречаемости, чем мелкоклеточный рак [144].  

Таким образом, НМРЛ – это гетерогенное заболевание, которое занимает 

лидирующие позиции в структуре онкологической заболеваемости в России и 

мире, что обосновывает актуальность изучения механизмов развития данного 

заболевания, а также поиск новых критериев оценки его течения. 

 

1.1.2 Комбинированное лечение немелкоклеточного рака лёгкого  

 

Лечение больных местнораспространенным НМРЛ по-прежнему остается 

предметом исследований и дискуссий. На сегодняшний день основным методом 

лечения остается хирургический, однако 5-летняя выживаемость на протяжении 

последних десятилетий не претерпела существенных изменений и находилась в 

прямой зависимости от стадии заболевания и гистологической структуры 

опухоли. Так, результаты 5-летней выживаемости после хирургического лечения 

местнораспространенного НМРЛ III стадии варьируют от 5 до 28%. При этом 

даже на ранних стадиях опухолевого процесса после проведенного лечения 

отмечается высокий процент рецидивов и метастазов (60–64%) [12]. В связи с 

этим в настоящее время активно развиваются методы комбинированного лечения 

НМРЛ, включающие рациональное сочетание радикального хирургического 

вмешательства с лучевой  и/или лекарственной противоопухолевой терапией [26; 

162]. Проведенные  исследования, показали, что тримодальное лечение у больных 

НМРЛ III стадии достоверно улучшает 5-летнюю выживаемость более чем в 2 

раза относительно только хирургического лечения [55]. Выбор метода лечения, 

несомненно, влияет на особенности течения и  прогноз заболевания, во многом 

определяя вероятность опухолевой прогрессии.  
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Основная задача предоперационной терапии состоит в повреждении 

опухолевых клеток, снижении степени их злокачественности, санации 

лимфатических путей корня легкого и средостения для предупреждения лимфо- и 

гематогенного метастазирования и, следовательно, рецидива болезни [20]. При 

использовании химио- и лучевой терапии в предоперационном периоде 

наблюдается лучшая переносимость, чем в послеоперационном, повышается ее 

эффективность при неизмененном кровоснабжении опухоли до операции, а также 

повышается возможность проведения всех запланированных курсов 

химиотерапии. Эффективность предоперационной химио-, лучевой терапии 

определяется уменьшением размеров опухоли, повышением операбельности 

опухоли, ликвидации и профилактики микрометастазов [162; 191]. 

Уже в течение длительного времени в химиотерапии пациентов с НМРЛ 

лекарственными средствами первой линии являются препараты платины [20, 105]. 

Изначально, пациенты НМРЛ с метастазами в лимфоузлах уровня N2 имели 

плохие результаты после одномоментного либо только операционного лечения, 

либо лучевой терапией [87]. Параллельная химиотерапия плюс лучевая терапия 

значительно улучшили выживаемость и теперь являются стандартным методом 

лечения НМРЛ при N2 стадии заболевания [6, 93].  

Несмотря на совершенствование хирургических методов лечения, 

применение неоадъювантного и адъювантного вариантов лечения все еще 

существуют большие трудности в значимом улучшении выживаемости при 

НМРЛ. Эффективность терапии НМРЛ ограничивается лекарственной 

устойчивостью, то есть феноменом невосприимчивости опухоли к лечебному 

воздействию. Это явление может объясняться различными молекулярно-

генетическими механизмами, использующимеся опухолевой клеткой. Примерами 

таких механизмов лекарственной устойчивости могут быть мутации генов, 

ответственных за клеточный цикл и апоптоз; генов репарации ДНК; активация 

белков-транспортеров или белков, ответственных за клеточный метаболизм [5]. 

Изучение молекулярных факторов, влияющих на опухолевую прогрессию, 

является потенциально перспективным подходом для получения новых мишеней 
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для прогнозирования риска метастазирования прооперированных больных и 

поиска новых противоопухолевых препаратов. 

 

1.2 Современные представления о патогенезе немелкоклеточного рака 

легкого 

 

НМРЛ является актуальной социально-биологической проблемой. 

Отсутствие заметных достижений в борьбе против рака легкого в значительной 

мере обусловлено недостаточным уровнем познания в этиологии и патогенезе 

данного заболевания. Анализ существующих представлений о происхождении 

НМРЛ показывает, что в настоящее время нет удовлетворительных концепций, 

объясняющих развитие рака легкого. В научном мире обсуждаются различные 

гипотезы, но они не являются исчерпывающими.  

Клинико-генеалогические исследования свидетельствуют о наличии 

случаев семейного рака легкого [30]. Согласно эпидемиологическим 

наблюдениям, прослеживаются половые различия в заболеваемости тем или иным 

морфологическим вариантом рака легкого. Плоскоклеточный рак ассоциирован с 

курением и является преобладающим типом среди мужчин, в то время как 

развитие аденокарциномы, чаще встречающейся у женщин, в наименьшей 

степени среди всех гистологических вариантов немелкоклеточного рака легкого 

связано с курением [2]. В экспериментах на животных показано, что ткань легкого 

является гормонально зависимой [61]. Женщины, принимающие эстрогены в 

рамках гормонозаместительной терапии, подвержены повышенному риску 

развития рака легкого, главным образом аденокарциномы [64]. Благодаря успехам 

молекулярной биологии и генетической инженерии в настоящее время удалось 

обнаружить и охарактеризовать ряд вирусных и клеточных онкогенов, 

вовлеченных в процессы канцерогенеза [30]. В итоге, в настоящее время к 

главным факторам патогенеза рака можно отнести следующие молекулярно-

генетические изменения: активирующие мутации в онкогенах, инактивирующие 

мутации в антионкогенах и геномная нестабильность [9]. 
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Спектр генетических повреждений в опухолях разнообразен. К таковым 

относятся амплификации, делеции, инсерции, транслокации, микромутации. В 

последнее время большое внимание уделяется наследуемым изменениям в уровне 

экспрессии генов, что связано с аномальным метилированием их промоторов [7]. 

Важную роль при НМРЛ, учитывая его ассоциацию с курением, играет 

полиморфизм генов ферментов ксенобиотического метаболизма. Канцерогены 

табачного дыма подвергаются в организме сложным метаболическим 

превращениям при участии цитохромов. Люди, унаследовавшие малоактивные 

варианты цитохромов, могут отличаться относительной низкой резистентностью 

к канцерогенам табачного дыма. В частности, получены данные об ассоциации 

полиморфизма гена CYP1A1 с повышенным риском рака легкого [83]. 

Инактивация полициклических углеводородов обеспечивается семейством 

глютатионтрансфераз (GSTM1). Индивидуумы, у которых отсутствует ген 

глютатион-трансферазы характеризуются большей предрасположенностью к раку 

легкого [85]. Также большое внимание уделяется наследственным особенностям 

систем репарации ДНК. Наиболее изученными представлями ются 

полиморфизмы генов XPD/ERCC2, XRCC1, XRCC3, hOGG1, однако 

модифицирующее влияние на риск развития НМРЛ подтвердилось только для 

гена hOGG1 [180]. 

Для опухолей характерна аутокринная активация множественных 

сигнальных каскадов. В большинстве случаев рака легкого наблюдается 

избыточность сигналов, посылаемых рецепторными тирозинкиназами, в 

частности от рецептора эпидермального фактора роста (EGFR) [145]. Наряду с 

аутокринными процессами опухоли легкого могут провоцировать паракринные 

механизмы. В частности, экспрессия периопухолевыми фибробластами ростового 

фактора гепатоцитов HGF (hepatocyte growth factor) сопровождается активацией 

тирозинкиназного рецептора MET, расположенного на мембране опухолевых 

клеток. От мембранных рецепторов сигнал передается по так называемому 

RAS/RAF/MEK/MAPK-каскаду. Примечательно, что активация упомянутого 

каскада может происходить и без вовлечения рецепторов, например вследствие 
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мутации в генах семейства RAS. В результате мутации белки RAS теряют 

способность гидролизовать связанный с ними ГТФ в ГДФ, что сопровождается 

утратой механизма негативной ауторегуляции [115].  

Практически во всех случаях РЛ наблюдается инактивация супрессорных 

биохимических каскадов. В частности, нарушения в работе сигнальных путей, 

ассоциированных с белками RB1 и р53, приводят к безостановочному делению 

клетки вследствие потери контроля над клеточным циклом. Инактивация р53 

также сопровождается угнетением процессов программируемой клеточной 

гибели, чтоспособствует возникновению новых онкоассоциированных мутаций 

[61]. 

Высокая агрессивность НМРЛ связана с опухолевой прогрессией, 

основными характеристиками которой являются инвазия и метастазирование. 

Одним из наиболее значимых процессов, определяющих метастатический 

потенциал опухолевых клеток, является нарушение адгезивных свойств и 

способность к активному перемещению в экстраклеточном матриксе, важную 

роль в которой играет реорганизация актинового цитоскелета. Этот этап развития 

злокачетвенных опухолей получил название «эпителиально-мезенхимальный 

переход» (ЭМП), он характеризуется потерей раковыми клетками эпителиальной 

морфологии и приобретением характеристик, свойственных мезенхимальным 

клеткам, таких как веретенообразная форма, потеря молекул межклеточной 

адгезии, способность активно перестраивать свой цитосклет [141].  

 При этом происходит разрушение межклеточных связей и реорганизация 

цитоскелета, что приводит к значительному повышению клеточной подвижности. 

В регуляции клеточной миграции и инвазии принимают участие различные 

сигнальные пути, одним из главных модуляторов этих процессов считают  TGF-β, 

отчасти благодаря его ведущей индукторной роли в развитии ЭМП [121]. 

Действие TGF-β реализуется через два его рецетора (серин-треониновые киназы), 

которые затем активируют цитоплазматические Smad белки, а также в меньшей 

степени через активацию Smad-независимых путей. Многие компоненты TGF-

b/Smad сигнального пути подвержены протеасомной деградации [66]. Один из 
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Smad-независимых путей приводит к деградации   RhoA, что ведет к диссоциации 

плотных контактов, ингибированию клеточной адгезии, полимеризации F-актина 

[52].  

Другим важным фактором, способствующим ЭМП и метастазированию, 

являются репрессоры транскрипции Snail (Snail1 и Slug), регулирующие многие 

эффекторы ЭМП. Так, повышенная экспрессия Snail ассоциирована с утратой 

экспрессии Е-кадгерина, осуществляющего межклеточные адгезионные контакты. 

Важная роль Snail в опухолевой прогрессии показана, где клетки, 

экспрессирующие Snail, демонстрировали больший миграторный потенциал, а 

также коррелировали со стадией и метастазами в лимфоузлы [44]. Экспрессия  

Snail также связана с активностью  NF-κB и Bmi-1 [182].  

Таким образом, патогенез НМРЛ включает гетерогенные механизмы. 

Изучение механизма формирования метастазов необходимо как для понимания 

закономерностей изменения клеточных процессов на молекулярном уровне при 

распространении опухолей, так и для разработки диагностических подходов по 

прогнозу риска метастазирования, профилактике и лечению метастатической 

болезни.  

1.3 Белки клеточной подвижности 

 

1.3.1 Характеристика белков клеточной подвижности и их участие в 

развитии злокачественных новообразований 

 

Основной причиной летальных исходов при злокачественных 

новообразованиях является опухолевая прогрессия, основными характеристиками 

которой являются инвазия и метастазирование. Большое влияние на процессы 

локомоции и адгезии оказывает β-катенин – белок адгерентных контактов [94]. 

Находясь в составе катенин-кадгериновых комплексов, β-катенин участвует в 

формировании межклеточных контактов, а также связан с нитями актина, 

оказывая прямое влияние на реорганизацию актиновых филаментов. При 

нарушении межклеточных контактов β-катенин является сигнальной молекулой 
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Wnt/β-катенин сигнального пути. В трансформированных клетках β-катенин 

вывобождается из связи с Е-кадгерином и фосфорилируется по остатку серина 45. 

Уменьшение количества мембранных катенин-кадгериновых комплексов 

сопровождается накоплением фосфорилированного β-катенин в цитозоле с 

последующим его перераспределением в ядро, где он участвует в активации 

TCL/LEF транскрипционных факторов, что вызывает повышение 

пролиферативной и миграционной активности клеток [16].  

Согласно современным данным, мутации, приводящие к аномальному Wnt-

сигналлингу играют ключевую роль в развитии различных опухолей [129]. Ряд 

исследований показали, что β-катенин является ключевым модулятором 

пролиферации и выживания опухолевых клеток [167]. Также было обнаружено, 

что данный белок способен поддерживать рост опухоли путем стимуляции 

ангиогенеза за счет участия в регуляции экспрессии эндотелиального фактора 

роста сосудов (VEGF) [146]. Β-катенин участвует в механизмах метастазирования 

опухолей, усиливая способность клеток к миграции и инвазии. В частности, он 

регулирует экспрессию генов матриксных металлопротеиназ (MMP2, MMP7, 

MMP9, MMP26), продукты которых играют роль в ремоделировании тканей, 

ангиогенезе, пролиферации, миграции и дифференцировке клеток, апоптозе [137]. 

Кроме того, изменяя экспрессию генов-мишеней в фибробластах, макрофагах, 

мезенхимальных стволовых клетках, эндотелиальных клетках, β-катенин влияет 

на опухолевое микроокружение, что имеет прямое значение для роста и 

прогрессии злокачественной опухоли [63; 171]. Нарушения сигнальной и 

адгезивной функции β-катенина выявлены при колоректальном раке, 

гепатоцеллюлярном раке, раке предстательной железы, раке щитовидной железы 

и некоторых других вариантах неоплазий [97; 129]. 

Помимо уменьшения количества межклеточных контактов в формировании 

способности к локомоции важную роль внутри клетки играет реорганизация 

актинового цитоскелета клеток. Более 100 белков в цитоплазме связываются с 

актином, выполняя различные функции: регулируют объем G-актинового пула, 

влияют на скорость полимеризации, стабилизируют концы нитей, сшивают 
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филаменты друг с другом, разрушают двойную спираль F-актина. Активность 

этих белков регулируется Ca2+ и протеинкиназами. Эти белки имеют свою точку 

приложения: с мономером актина, с (+)-концом (оперенный), с (-)-концом 

(заостренный), с боковой поверхностью [3]. 

Одним из малоизученных у человека актин-связывающих белков является 

циклаза-ассоциированный протеин CAP1. Циклаза-ассоциированный протеин 

(Cyclase-associated protein - CAP) – мультидоменный белок, который впервые был 

идентифицирован как компонент аденилат-циклазного комплекса в дрожжах [60], 

откуда и получил свое название, хотя, на данный момент, роль САР в передаче 

сигналов с участием аденилатциклазы описана только для некоторых 

одноклеточных эукариот и прокариот. Были получены только косвенные 

доказательства взаимосвязи САР с аденилатциклазой 1 типа на культурах клеток 

млекопитающих. В опухолевой ткани колоректального рака было отмечено 

одновременное снижение экспрессии генов ADCY1, ATAD3B (семейство ATPаз, 

AAA-домен, содержащий 3B) и CAP1, которое ассоциировалось со стадией 

опухолевого процесса [96]. Таким образом, функциональная связь САР с 

аденилатциклазой у более сложных организмов требует дополнительного 

подтверждения. 

В клетках человека обнаружено две изоформы данного белка, одна из 

которых представлена практически во всех тканях человека (CAP1), а другая 

(CAP2) – более специфична и представлена в клетках мозга, сердца и скелетной 

мускулатуры [125; 156, 188]. CAP1 протеин состоит из шести доменов: N-

суперспирализованного терминального домена, двух пролин-обогащенных 

регионов, WH2(Wasp homology 2)-мотива  и высококонсервативного С-

терминального домена [181]. N-концевой домен в клетке человека ассоциирован с 

кофилином [194] – актин-связывающим белком, который играет важную роль в 

деполимеризации актина двумя механизмами: с помощью разрезания самой 

актиновой нити или помогая диссоциации мономеров актина с заостренного 

конца, таким образом, увеличивая скорость деполимеризации актина. Таким 
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образом, CAP1 ускоряет обусловленную кофилином разборку актиновых 

филаментов.  

Также, С-концом и WH2-доменом CAP1 белок может самостоятельно с 

высоким сродством связываться с мономерами актина и разрывать его связи с 

белком твинфилином [117]. Так, два этих механизма могут позволять белку CAP1 

ускорять реорганизацию F-актина в клетке, что необходимо для клеточной 

миграции, так как способствовует формированию актин-богатых структур, таких 

как филоподии и ламеллоподии [193]. Показано, что истощение CAP1 в клетках, 

которые в нормальных условиях обладают подвижностью (фибробласты, 

эндотелиальные клетки и др.), приводит к ее снижению [188]. 

Избыточная экспрессия CAP1 и кофилина стимулирует инвазию и 

метастазирование в опухолевых клетках [78], что может быть ассоциировано с  

агрессивным течением и низкой выживаемостью при раке легкого. Так, в 

исследованиях показано, что значения белка CAP1 возрастают в ткани 

немелкоклеточного рака легкого по сравнению с неопухолевой тканью, а 

экспрессия CAP1 в метастазирующих опухолях значительно превышает таковую 

в ткани неметастазирующих опухолей, отмечена взаимосвязь экспрессии белка 

CAP1 со стадией аденокарциномы легкого [157]. Повышение экспрессии CAP1 в 

опухоли и сыворотке крови и его достоверная корреляция с наличием 

лимфогенных метастазов отмечена и в опухолях других локализаций: при раке 

поджелудочной железы, молочной железы, раке яичников, плоскоклеточном раке 

пищевода, плоскоклеточной карциноме головы и шеи [11; 78; 110; 113; 184]. 

Кроме важной роли САР1 в реорганизации цитоскелета, показано его 

участие в других внутриклеточных процессах. Так, САР1 регулирует запуск 

митохондриально-зависимого пути апоптоза: при воздействии проапоптотических 

агентов на клетку наблюдается их перемещение к митохондриям и стимуляция 

апоптоза. Транслокация этого белка явилась проапоптозным событием, что 

подтверждалось тем, что CAP1-нокдаун клетки были устойчивы к индукции 

апоптоза [173]. Показана роль САР1 в процессах эндоцитоза: истощение CAP1 

снижало эффективность поглощения трансферрина клетками NIH3T3. Кроме 
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того, CAP1 регулирует процесс клеточной миграции: истощение CAP1 в клетках 

B16F1 уменьшало их подвижность [43]. Ингибирование CAP1 in vitro приводит к 

увеличению размера клетки, хорошо развитым ламеллоподиям, накоплению 

фибриллярного актина (F-actin), к изменениям в фосфорилировании кофилина, 

активации киназы фокальных контактов (FAK) и усилению клеточной 

диссеминации [188]. На клетках HeLa показано, что увеличение клеточной 

подвижности связано с тем, что САР1-нокдаун активирует сигнальный путь 

клеточной адгезии путем «inside-out signaling», или сигналов, возникающих 

внутриклеточно, но направленных в межклеточный матрикс [193].  

Напарник САР1 – кофилин, также относится к группе филамент-

деполимеризующих белков. Он может деполимезировать «-»-конец актиновой 

нити, тем самым предупреждая их сборку,а также разрывать актиновые нити на 

большие фрагменты [84]. Для эффективного функционирования кофилина 

требуются свободные от тропомиозина «старые» нити актина, в составе которых 

он связан с АДФ/АДФ+Ф, и надлежащий уровень рН. При наличии доступного 

АТФ-G-актина кофилин ускоряет полимеризацию актина, предоставляя 

свободные концы для полимеризации и способствуя активации Arp2/3 комплекса 

[45]. Имеются данные об изменении экспрессии кофилина при различных типах 

опухолей как в сторону повышения, так и в сторону понижения [102].  

Таким образом, многочисленные данные подтверждают важную роль 

ассоциированных с клеточной подвижностью белков в инвазии и 

метастазировании злокачественных опухолей, но возможные пути регуляции 

экспрессии этих белков и механизмов их работы в опухолевых клетках in vivo 

остаются изученными не в полной мере.  

 

1.3.2 Роль белков клеточной подвижности в патогенезе немелкоклеточного 

рака лёгкого 

 

В патогенезе НМРЛ белки клеточной подвижности также могут играть 

важную роль, как и при раках других локализаций, но представленные в 
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литературе данные немногочислены. Имеются данные о связи изменения 

экспрессии фасцина со стадией рака легкого [189]. Также показана его значимость 

в канцерогенезе при НМРЛ и оценена возможность использования фасцина как 

опухолевого маркера [192]. Представлены единичные данные об участии актин-

связывающих белков гельзолина, СарG и профилина в прогрессии НМРЛ [160; 

195]. 

САР1 относится к одним из малоизученных актин-связывающих белков. За 

последние 10 лет было показано участие САР1 в патогенезе рака нескольких 

локализаций, в том числе и рака легкого. С помощью методов ПЦР в реальном 

времени, вестерн блотиннг на клеточных линиях неинвазивного (95-C) и 

инвазивного (95-D) рака легкого, было показано, что значения белка CAP1 

возрастают в ткани рака легкого по сравнению с неизмененной тканью, а 

экспрессия гена CAP1 в ткани метастазирующих опухолей значительно 

превышает таковую в ткани не метастазирующих опухолей. В этой же работе 

отмечена взаимосвязь экспрессии гена CAP1 со стадией аденокарциномы легкого 

[157]. Другими исследователями на тканях НМРЛ, взятых у больных на разных 

стадиях заболевания, методами иммуногистохимии и Вестерн-блоттинга была 

построена модель с использованием САР1 для предсказания  появления 

метастазов в головном мозге с чувствительностью и специфичностью 79.5 и 67.1 

%, соответственно. Авторы предположили, что CAP1 включен в патогенез 

возникновения  метастазов в головной мозг, и что высокие уровни этого белка 

могут предсказывать неблагоприятный прогноз для пациентов с 

немелкоклеточным раком легкого [178]. 

Также показано, что важную роль в метастазировании рака легкого играет 

кофилин. Многочисленные исследования на клеточных линиях НМРЛ 

показывают, что ингибирование кофилина тормозит миграцию и инвазию 

опухолевых клеток [34; 91; 159]. Кроме того, протеомным анализом была 

показана возможная значимость кофилина, как гена множественной 

лекарственной устойчивости и радиорезистентности в клетках аденокарциномы 
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легкого [40; 176]. Некоторые исследователи предлагают использовать кофилин 

как диагностический и прогностический биомаркер при НМРЛ [48; 122; 126]. 

В литературе также имеются данные о вовлеченности белка межклеточной 

адгезии β-катенина в патогенез рака легкого. Иммуногистохимически у пациентов 

НМРЛ была показана гиперэкспрессия компонентов Wnt-сигнального пути, что 

ассоциировалось с опухолевым ростом и с неблагоприятным прогнозом [80]. 

Сигнальный путь, активирующийся β-катенином, оказывает стимулирующее 

влияние на рост и инвазию немелкоклеточного рака легкого, как и на опухоли 

других локализаций [79]. Кроме того, в экспериментах на мышах было показано, 

что при раке легкого β-катенин регулирует появление метастазов в кости [185]. 

Таким образом, многочисленные литературные данные подтверждают 

вовлеченность белков клеточной подвижности в патогенез рака легкого. Тем не 

менее, САР1 является одним из малоизученных актин-связывающих белков при 

опухолевой прогрессии в общем и при НМРЛ в частности. Также в настоящее 

время не достаточно изучена возможная регуляция данных белков при 

метастазировании рака легкого. 

 

1.4 Система контроля качества клеточного протеома 

 

Канцерогенез и последущая опухолевая прогрессия возможны при 

эффективной регуляции количества и функций многих белков, обеспечивающих 

эти процессы. Для сохранности клеточного протеома, нормального 

функционирования клеток и регуляции их биологического ответа существует 

система контроля качества белков, включающая молекулярные шапероны и 

энергозависимые протеазы, представленные, главным образом, протеасомами и 

кальпаинами [18; 21]. Считается, что протеазы и шапероны взаимодействуют друг 

с другом и образуют сеть, которая представлена ферментами различных 

каталитических типов и обеспечивает эффективный протеолиз в норме и при 

патологии [18; 21; 136]. 
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1.4.1 Характеристика убиквитин-протеасомной системы и ее участие в 

развитии злокачественных новообразований 

 

Протеасомы представляют собой мультисубъединичный 

мультиферментный комплекс. Они составляют около 1% всего клеточного белка, 

определяют время жизни и активность многих важных белков в клетке. 

Протеасомы разрушают регуляторные белки, осуществляют протеолиз 

цитозольных, ядерных белков, превращают неактивные белки-предшественники в 

активные, участвуют в презентации комплекса гистосовместимости I типа, 

регулируют транскрипцию генов [100; 170].  

Каталитические комплексы протеасомной системы представлены двумя 

пулами: 20S- и 26S-протеасомы. Они отличаются строением, молекулярной 

массой и коэффициентом седиментации (его выражают в единицах Сведберга и 

обозначают буквой S при числе). 26S протеасома включает в себя каталитическое 

бочкообразное ядро (20S протеасому), к которому с одной или с двух сторон 

присоединены регуляторные частицы. Если по крайней мере одной из этих частиц 

является РА700 (19S регуляторная частица), то образуется 26S протеасома, 

осуществляющая, главным образом, АТФ- и убиквитин-зависимый протеолиз 

большинства клеточных белков. Если же в роли регуляторной частицы выступает 

другой белок (РА28, РА200), то такая ассоциация представляет собой 

активированную 20S протеасому [4]. 

20S протеасома представляет собой полый цилиндр, образованный 

четырьмя лежащими друг на друге кольцами. Каждое из них состоит из семи 

белковых субъединиц, причем периферические кольца сформированы 

субъединицами a-типа, а два центральных – b-типа. Канал внутри цилиндра, 

расширяясь, образует три камеры: большую центральную и две меньшие, по 

краям. В центральной камере и осуществляется протеолиз. Субъединицы a-кольца 

за счет своих гидрофобных участков закрывают отверстие в центральный канал и 

препятствуют случайному проникновению белков в протеолитическую камеру. 

Кроме того, эти же субъединицы отвечают за присоединение других 
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высокомолекулярных комплексов, которые регулируют работу 20S протеасомы 

[88].  

Субъединицы β-кольца обладают трипсинподобной, химотрипсинподобной 

и каспазаподобной активностями [27]. Каспазаподобную активность 

демонстрирует β1-субъединица протеасом (гидролиз пептидной связи после 

отрицательно заряженных аминокислот); β2-субъединица отвечает за 

трипсиноподобную активность (гидролиз после положительно заряженных 

аминокислот); β5-субъединица осуществляет химотрипсинподобную активность 

(гидролиз после нейтральных аминокислот) [4]. Каспазаподобная активность 

протеасом изначально называлась пептидил-глутамат дегидрогеназная, но в 1999 

году Киселевым А. было показано, что данная активность протеасом в 30 раз 

быстрее режет белки после аспартата, чем после глутамата, чем напоминала в 

своей специфичности каспазы, и всвязи с этим получила название 

каспазаподобная [98]. 

При определенных условиях протеолитические субъединицы β1, β2, β5 

конститутивных 20S протеасом могут заменяться на иммунные (индуцибельные) 

LMP2, MECL1 и LMP7, соответственно. Замена конститутивных субъединиц на 

иммунные приводит к изменению их специфичности, вследствие чего они 

продуцируют иммуногенные пептиды для их презентации главным комплексом 

гистосовместимости I класса [59]. В настоящее время активно изучаются 

неимунные функции иммунных протеасом, в частности выясняется их роль в 

онкогенезе. 

В формировании 20S протеасомы принимает участие активатор PA28, 

состоящий из нескольких субъединиц, в его присутствии протеасома расщепляет 

только короткие полипептиды. Формирование же 26S протеасомы 

осуществляется путем присоединения 19S регуляторной частицы (PA700) к 

коровой 20S субъединице. 26S протеасома участвует в деградации основной 

массы клеточных белков [151]. 19S-регуляторная частица состоит из 17 коровых 

субъединиц. Шесть субъединиц являются АТФазами. Эти субъединицы 

регуляторной частицы являются гомологичными и обозначаются как Rpt 
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(Regulatory particle tripleA-ATPase). Остальные субъединицы обозначаются как 

Rpn (Regulatory particle non-ATPase). Rpt-субъедницы необходимы для 

связывания, разворачивания и удержания субстрата [4].  

Как будут распределены разные формы и в каком количестве понадобятся 

клетке, зависит от ее молекулярных потребностей в определенное время ее жизни 

и в конкретных обстоятельствах [100]. Помимо классического убиквитин- и АТФ-

зависимого протеолиза протеасомы осуществляют убиквитин-независимую, 

АТФ-независимую деградацию, разрушение пептидов 20S частицей, и неполный 

протеолиз [4; 88]. Причем таким «неклассическим» образом разрушаются многие 

белки, регулирующие основные клеточные процессы в норме и при патологии. 

Возникновение и развитие злокачественных новообразований связано с 

активацией пролиферации [72], ингибированием процесса апоптоза, нарушением 

клеточного цикла, а также стимуляции выработки факторов роста [140], что в 

свою очередь связано с функционированием протеасомной системы  [142], 

поскольку эффективная регуляция количества и функции многих белков, зависит 

и от процессов, связанных с их деградацией. Протеасомная система принимает 

участие в разрушении многих регуляторных белков, в том числе молекул путей 

передачи сигналов от ростовых факторов и, частично, самих рецепторов ростовых 

факторов, осуществляет протеолиз белков, превращает неактивные белки-

предшественники в активные, участвует в презентации комплекса 

гистосовместимости I типа, регулирует транскрипцию генов. 

Значимым для канцерогенеза процессом, в регуляции которого принимает 

участие убиквитин-протеасомная система, является апоптоз. Многие ядерные 

белки, опосредующие программируемую клеточную гибель, являются 

субстратами для протеасом: транскрипционные факторы (c-Fos, c-Myc, AP-1), 

опухолевый супрессор p53, ингибитор NF-kB, белки клеточного цикла, белки 

семейства Bcl-2, белки, контролирующие активность каспаз (IAPs) и 

участвующие в проведении проаптотического сигнала (cFLIP) [27]. Регуляторные 

белки могут выступать в роли либо проапоптогенных белков или же, наоборот, 

антиапоптогенных. Пример подобных превращений – белок р53, уровнем 
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которого поддерживается в здоровой клетке соотношение между процессами 

роста и апоптоза. В результате присоединения к р53 убиквитиновой цепочки, 

данный белок становится субстратом для протеасомной деградации. При его 

ускоренном разрушении клетка идет по пути злокачественного перерождения [4; 

88].  

Продемонстрирована важная роль убиквитин-протеасомной системы в 

развитии опухолей различных локализаций, таких как плоскоклеточный рак 

головы и шеи, рак щитовидной железы, рак молочной железы, рак эндометрия, 

рак почки, рак кишечника [8; 13; 14; 15; 24; 28; 88]. Показано, что дисбаланс в 

функционировании протеасомной системы способствует формированию 

опухолевой прогрессии в отдаленные сроки при опухолях [23].  

Таким образом, относительное содержание протеасом в клетке, их состав и 

активность изменяются в соответствии с потребностями клетки и условиями, в 

которых она находится, что становится возможным благодаря взаимодействию 

протеасом с большим количеством белков, а также  благодаря механизмам 

регуляции на уровне транскрипции, которые на данный момент остаются мало 

изученными. Роль убиквитин-протеасомной системы в инвазии и 

метастазировании НМРЛ может быть обусловлена участием в деградации многих 

регуляторов и эффекторов этих процессов. 

 

1.4.2 Характеристика кальпаиновой системы и ее участие в развитии 

злокачественных новообразований 

 

Менее изученной протеолитической системой является кальпаиновая. 

Кальпаины – кальций-зависимые протеиназы, ответственные за селективную 

деградацию белков в цитозоле клеток. Кальпаиновая система представлена Са2+-

зависимыми пептидазами. Осуществляемый кальпаинами протеолиз, в отличии от 

протеасомного, является частичным, в ходе которого не происходит полной 

деградации белка, а лишь изменяется его структура. Таким образом, кальпаины - 

это протеазы-«модуляторы» [150]. 
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Физиологические субстраты, расщепляемые кальпаинами, можно разделить 

на две группы: белки, ответственные за передачу сигналов, и белки цитоскелета. 

К первой группе белков относят родопсин, протеинкиназу А и протеинкиназу С. 

Миофибриллярные белки (актин, миозин, парамиозин, тропомиозин, тропонины Т 

и I) и актин-связывающие белки принадлежат ко второй группе [155]. 

В настоящее время выделяют 15 кальпаинов, но наиболее изученые в этой 

системе являются μ- и m-кальпаины. Также в эту протеолитическую систему 

входит кальпастатин – белок-регулятор кальпаиновой системы. Этот ингибитор 

специфически угнетает протеолитическую активность μ- и m-кальпаинов [73]. В 

нативной форме μ(1)- и m(2)-кальпаины имеют гетеродимерную структуру. Их 

каталитические субъединицы – продукты разных генов (CAPN1 и CAPN2), тогда 

как регуляторная субъединица (CPNS1) едина для обеих форм [116]. 

Каталитическая субъединица кальпаина подразделяется на четыре домена 

[133]. Каталитический домен II содержит аминокислотные остатки Cys105, His262 

и Asn286, которые формируют типичную каталитическую триаду цистеиновых 

протеиназ [68]. Домен III обеспечивает сопряжение каталитического домена II и 

Ca2+-связывающегодомена IV и усиление Ca2+-индуцированных 

конформационных изменений, а также ассоциацию кальпаинов с фосфолипидами 

мембран [164].  

Помимо «повсеместных» существуют тканеспецифичные кальпаины, мРНК 

которых обнаруживается, главным образом, в клетках скелетных (кальпаин 3а) 

или гладких мышц (кальпаин 8), в пищеварительном тракте (кальпаин 9), в яичках 

(кальпаин 11) [155]. Кальпаины являются единственным субстратом для 

кальпастатина, высокоспецифичного их ингибитора. Кальпастатин связывается с 

определенными доменами кальпаина: со II, содержащим триаду цистеинового 

типа (Цис105, Гис262, Асн286), IV и VI – кальций связывающими доменами 

[150]. 

Взаимодействие кальпаиновой и протеасомной систем друг с другом 

представляется неоднозначным, но согласованным клеткой. Не исключено, что 

одним из механизмов взаиморегуляции этих двух систем в соответствии с 
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нуждами клетки может являться процессинг кальпаинами регуляторных 

субъединиц протеасом. Так, в нейронах при активации кальпаинов наблюдался 

процессинг Rpn10 субъединицы 26S протеасомы, сопровождаемый повышением 

уровня и активности 20S протеасом [81]. Другим механизмом взаимосвязи между 

этими двумя протеолитическими системами может выступать предварительный 

процессинг кальпаинами субстратов, которые впоследствии направятся для 

деградации по протеасом-зависимому пути, и их подготовка и «активация» для 

последующей утилизации протеасомами [148]. Интересно, что в клеточных 

линиях рака легкого бортезомиб, подавляя активность протеасом, вызывал 

кальпаин-зависимую деградацию  ингибитора NF-κB (IκB) [108]. 

Таким образом, кальпаины, являющиеся важными протеазами-

модуляторами, осуществляют частичный протеолиз в клетке и часто поставляют 

субстрат для дальнейшей деградации белка протеасомами. 

Многочисленные исследования подтверждают участие кальпаиновой 

системы в опухолевом росте, но роль их в канцерогенезе во многом остается 

неясной [132; 152]. Показано, что в тканях опухолей многих локализаций, таких 

как рак молочной железы, рак почки, колоректальный рак, рак желудка, рак 

эндометрия наблюдается увеличение экспрессии кальпаинов [14; 24; 101]. Для 

рака почки, рака яичника и рака желудка показано, что  присутствие метастазов 

сопровождается увеличением кальпаиновой активности [8; 24]. 

Осуществляемый кальпаинами лимитированный протеолиз про- и 

антиапоптотических белков может активировать или, напротив, инактивировать 

такие белки, как p53, Bcl-2, Bcl-xl, Bid, Bax, каспазы-3, -7, -8, -9 и -12, NF-κB 

[158]. Так же как и протеасомы, кальпаины принимают участие в регуляции 

ангиогенеза. Показано, что фактор роста эндотелия сосудов (VEGF), ключевой 

ангиогенный цитокин, повышает экспрессию и активность кальпаинов, а их 

ингибирование подавляет образование новых кровеносных сосудов, что 

указывает на роль кальпаинов в реализации эффектов VEGF [154; 132].  

Кальпаины принимают участие и в контроле клеточного цикла. Так, одним 

из субстратов для этих протеиназ является p27Kip1, важный негативный 
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регулятор клеточного цикла [56; 75]. Также показано, что кальпаины разрушают 

циклин Е, играющий ключевую роль в переходе клетки из G1 в S-фазу [76]. 

Необходимо отметить, что существует много точек приложения для 

протеолитической регуляции кальпаинами клеточного цикла, в связи с чем 

кальпаины могут быть как позитивными, так и негативными его регуляторами. 

Предполагается, что влияя на активность кальпаинов, можно воздействовать на 

прохождение клеткой клеточного цикла, способствуя гибели опухолевых клеток 

[107].  

Таким образом, кальпаиновая система играет важную роль в развитии рака. 

Тем не менее, многие вопросы, касающиеся поведения кальпаинов в 

злокачественных клетках остаются неясными, в связи с чем изучение состояния 

этих протеиназ при раке молочной железы представляет большой интерес. 

 

1.4.3 Характеристика малого белка теплового шока HspB5 и его участие в 

развитии злокачественных новообразований 

 

Класс шаперонов в клеточной системе контроля качества белков делится на 

конститутивные белки, синтез которых не зависит от стрессовых воздействий на 

клетки, и индуцибельные или белки теплового шока – БТШ (the heat shock proteins 

– Hsp), синтез которых резко увеличивается при стрессовых воздействиях, таких 

как изменения условий окружающей среды, метаболические или 

физиологические изменения [18; 37]. 

Все белки теплового шока имеют доменную организацию, а важным их 

свойством является способность образовывать крупные олигомерные комплексы 

с молекулярной массой от 100 до 5000 кДа в условиях стресса, в то время как их 

собственный размер составляет до 100 кДа, и предотвращать агрегацию частично 

денатурированных белков в клетке. [18; 37]. Помимо агрегации неправильно 

свернутых или частично развернутых белков, основными биологическими 

функциями белков теплового шока являются коррекция структуры и 

конформации других белков, повторная сборка денатурированных белков, 
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разворачивание нативных белковых субстратов для транслокации их через 

мембраны, а также белковых мономеров для их последующей деградации [18].  

По молекулярной массе белки теплового шока разделяют на большие и 

малые. Группа больших БТШ наиболее изучена. Представители этого семейства 

значительно различаются по структуре, но все обладают АТФ-азной активностью, 

которая важна для увеличения сродства и скорости связывания белков-мишеней. 

[18]. Малые БТШ (мБТШ), HSP B 1-11 не обладают АТФ-азной активностью и 

содержат в своем составе консервативный С-концевой домен [90]. 

Малые БТШ, выполняя свои шаперонные функции, участвуют в 

стабилизации белков цитоскелета, вовлечены в клеточный цикл, апоптоз, 

ангиогенез, а также транспортировку рецепторов на мембрану клетки, что 

представляется интересным при изучении злокачественных новообразований. 

Циркулирующие мБТШ принимают участие в стресс-сигналинге, ангиогенезе, 

клеточной миграции и регуляции иммунной системы [37]. 

HspB5 (αВ-кристаллин) относится к малым белкам теплового шока и по 

своим функциям является истинным БТШ, то есть обладает не только 

шаперонными функциями, но и его содержание повышается в ответ на 

гипертермию и другие стрессовые реакции, а также играет важную роль в клетке 

для выживания в условиях стресса [35; 161]. αВ-кристаллин впервые был 

обнаружен в хрусталике глаза, откуда получил свое название и экспрессируется 

во всех тканях человека [161]. HspB5 состоит из консервативного для всех малых 

БТШ С-концевого домена, α-кристаллина и N-концевого домена, содержащего 

WDPF-мотив [35].  

Фосфорилирование протеинкиназами HspB5, особенно в условиях стресса, 

позволяет ему участвовать в апоптозе, клеточном цикле и дифференцировке: он 

деградирует циклин D, который играет важную роль в G1/S-переходе клеточного 

цикла и повышенно экспрессируется в раковых клетках [37; 77].Также HspB5 

предотвращает TNFα-стимулированный апоптоз [32], а при взаимодействии с 

проапоптотическими молекулами в клетке, такими как Bax и Bcl-Xs ингибирует 

их передвижение к митохондриям. HspB5 может взаимодействовать с 
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некоторыми каспазами, например связывать про-каспазу-3 [37]. HspB5 

увеличивает количество глутатиона в клетке, чем косвенно способствует 

предотвращению клеточной смерти, вызванной оксидативным стрессом [86]. 

Таким образом, антиапоптотическое и цитопротективное действие HspB5 может 

быть использовано раковыми клетками для выживания. 

Способность HspB5 влиять на подвижность опухолевых клеток является 

свидетельством его участия в метастазировании. HspB5 стабилизирует 

промежуточные филаменты и F-актин; является шапероном для таких актин-

связывающих белков, как тубулин, десмин и кофилин [37]. На клеточной 

культуре пигментного эпителия сетчатки было показано, что HspB5 связывает 

VEGF-A и участвует в фолдинге и секреции данной молекулы, а следовательно 

ассоциирован с опухолевым неоангиогенезом и возникновением метастазов [92]. 

Также в исследованиях было показано, что снижение экспрессии HspB5 в 

карциномах головы и шеи приводит к снижению как секреции сигнального белка 

VEGF, так и снижению клеточной подвижности. [169].  

Повышенная экспрессия HspB5 ассоциирована c резистентностью опухоли 

к химиотерапии при раке молочной железы [37]. Во время гипертермии HspB5 и 

другие истинные белки теплового шока могут взаимодействовать с развернутыми 

протеинами в районе их годрофобных участков и препятствовать дальнейшей 

агрегации белков [175]. Дальнейшая судьба протеинов, окруженных белками 

теплового шока, может быть либо их реактивация, либо деградация убиквитин-

протеасомной протеолитической системой клетки [37]. HspB5 является частью 

комплекса, участвующего в полиубиквитинизации молекулы, которая является 

своеобразной меткой для дальнейшей деградации белка 26S протеасомомй [86]. 

Кроме того, белки теплового шока могут помогать 20S протеасоме деградировать 

меченые белки в отсутствие 19S регуляторного комплекса или системы 

убиквитинирования [161].  
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1.4.4 Участие белков системы контроля качества клеточного протеома в 

патогенезе немелкоклеточного рака лёгкого 

 

При НМРЛ, как и при любом патологическом процессе, белки системы 

контроля качества клеточного протеома играют важную роль, т.к. осуществляют 

регуляцию ключевых процессов в клетке: проведение внутриклеточных сигналов, 

экспрессию рецепторов, ростовых и транскрипционных факторов,  

пролиферативную активность, апоптоз.  

На клеточной культуре НМРЛ подтверждено участие 26S протеасомы в 

деградации Bax и Bim белков при регуляции апоптоза [65]. Методами 

сравнительной геномной гибридизации и микрочиповыми исследованиями 

показана важная роль субъединицы каталитического ядра протеасомы в 

регуляции клеточного цикла клеток рака легкого [89]. Следует сказать, что 

большинство работ по изучению протеасом при раке легкого касаются их 

ингибитора, который исследуется как противоопухолевый препарат [50; 53]. 

При терапии цисплатином отмечают активацию кальпаинов в реализации 

программируемой клеточной гибели клеток НМРЛ [112]. Также показано, что 

кальпаины принимают участие в активации рецептора EGFR, важного участника 

патогенеза НМРЛ [95]. Показана прогностическая значимость экспрессии малой 

субъединицы кальпаинов Capn4 для немелкоклеточного рака легкого. Благодаря 

этой субъединице кальпаины могут усиливать работу матриксной 

металлопротеиназы 2 [71]. Матриксные металлопротеиназы – внеклеточные цинк-

зависимые эндопептидазы, которые обеспечивают деградацию экстраклеточного 

матрикса, облегчая опухолевую инвазию и метастазирование [183]. 

Относительно HspB5 существуют противоречивые данные о его значимости 

при НМРЛ. Так, некоторыми исследователями показана его прогностическая 

значимость больных НМРЛ [51; 131]. В то же время, другие авторы показали его 

недостаточно чувствительным и специфическим маркером прогрессии, т.к. его 

экспрессия зависит от многих посторонних факторов при НМРЛ [46]. 

Представляется вероятным, что HspB5 воздействует по-разному на различных 
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этапах опухолевого роста, и его экспрессия будет зависеть от различных 

молекулярных характеристик конкретных опухолевых клеток. 

Таким образом, система контроля качества клеточного протеома, а именно 

протеасомы, кальпаины и HspB5, могут служить важным фактором канцерогенеза 

и опухолевой прогрессии при НМРЛ. Но, тем не менее, данные системы 

изучаются обособленно и проводятся на клеточных линиях или животных, что не 

всегда позволяет правильно экстраполировать данные на опухоли человека. 

Также недостаточно данных для однозначного ответа на вопрос о влиянии 

протеасом, кальпаинов и HspB5 на процессы регуляции миграции 

злокачественных клеток. 

 

1.5 Регуляция белков клеточной подвижности системой контроля качества 

клеточного протеома 

 

Процессы инвазии и метастазирования определяются совокупностью 

многих изменений, среди которых важное значение имеет нарушение адгезивных 

взаимодействий и приобретение клетками способности к передвижению [141]. 

Миграция клеток, являясь с одной стороны нормальным физиологическим 

процессом для целого ряда клеток, также является важным компонентом 

опухолевой прогрессии. Несмотря на то, что патологическая подвижность 

опухолевых клеток обеспечивает инвазивный рост, рецидивирование, ангиогенез 

и формирование отдаленных метастазов, не до конца определен вопрос регуляции 

белков клеточной адгезии и акин-связывающих белков при опухолевых 

заболеваниях. 

На некоторых типах клеток показана возможность деградации 

протеасомами белков актинового цитоскелета, в том числе актин-связывающих 

белков, таких как филамины, гельзолин и кофилин [74; 124; 186]. 

Функционирование β-катенина жестко регулируется путем различных 

посттрансляционных модификаций, включая фосфорилирование Ser/Thr и Tyr, 

убиквитилирование и ацетилирование [179]. Некоторые авторы предполагают, 
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что убиквитин-протеасомная система может осуществлять утилизацию 

отработавшего β-катенина [134; 191], а также посттрансляционные модификации 

этого белка во время его участия в Wnt-сигнальном пути [174].  

Существуют данные об активном участии кальпаинов в деградации белков 

цитоскелета, играющих важную роль в процессе метастазирования [106]. На 

клеточных культурах показано повышение активности кальпаинов при 

трансформации клеток, что приводит к нарушениям межклеточной адгезии, 

перестройке актинового цитоскелета, морфологической трансформации и 

клеточной миграции [47]. Кальпаины могут быть вовлечены в регуляцию 

процессов инвазии и метастазирования злокачественных опухолей, так как 

субстратами для кальпаиновой системы являются белки цитоскелета клетки [67]. 

Так субстратами для кальпаинов являются ß-катенин, гельзолин, филамин, 

анкирин, N-кадгерин, десмин, ß-спектрин, талин, тропонины, тубулин, виментин 

и другие [106]. В тоже время, ингибирование кальпаин-зависимого протеолиза 

этих белков может двояко сказаться на развитии опухолевого процесса: с одной 

стороны тормозить перестройку актинового цитоскелета и формирование 

филоподий и ламеллоподий [147], а с другой стороны – приводить к миграции и 

развитию региональных метастазов [54; 132]. По всей видимости, выбор 

направления развития опухолевого процесса зависит от взаимодействия 

кальпаинов с белками клеточной подвижности и адгезии, которые 

экспрессируются клеткой. Β-катенин также может являться субстратом для 

кальпаинов. В результате лимитированного протеолиза β-катенина, 

осуществляемого кальпаинами, образуется стабильный фрагмент с молекулярной 

массой 75 кДа, который, по мнению одних авторов, накапливается в ядре и 

цитоплазме и приводит к активации TCF-зависимой транскрипции генов [31], но, 

по мнению других, напротив, предотвращает её и в опухолях, где наблюдаются 

мутации в гене β-катенина или APC, препятствующие его деградации 

протеасомами, служит альтернативным путем снижения содержания и регуляции 

активности β-катенина [42].  В виду противоречивости данных вопрос о значении 
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кальпаин-зависимого протеолиза β-катенина для клетки и его роли в опухолевой 

прогрессии на сегодняшний день остается открытым. 

Шапероны также способны влиять на подвижность опухолевых клеток, 

участвуя в фолдинге/рефолдинге белков. HspB5 стабилизирует промежуточные 

филаменты и F-актин; является шапероном для таких актин-связывающих белков, 

как тубулин, десмин и кофилин [37]. Малый БТШ HspB5 может проявлять 

шаперонную функцию и в отношении β-катенина: он подавляет прогрессирование 

плоскоклеточной карциномы носоглотки, стабилизируя кадгерин/катениновые 

адгерентные контакты и модулируя функцию β-катенина [82]. 

Вероятно, для развития метастазов является необходимым наработка 

достаточного количества определенных протеаз и белков-шаперонов в раковых 

клетках, регулирующих этот процесс. 

Подобная работа системы контроля качества клеточного протеома в 

отношении белков клеточной подвижности возможна и при раке легкого, что 

требует изучения для понимания фундаментальных механимов онкогенеза и 

разработки меркеров метастазирования и прогностических критериев при НМРЛ. 

 

Заключение по обзору литературы 

Рак легкого является одной из часто встречающихся злокачественных 

опухолей и наиболее распространённой причиной смерти от онкологической 

патологии. Несмотря на разнообразие существующих методов диагностики, к 

моменту установления диагноза практически у половины больных уже 

выявляются метастазы. Подавляющее большинство пациентов  при первичном 

обращении уже имеют метастазы в регионарные лимфоузлы.. Среди 

гистологических вариантов злокачественных опухолей легкого наиболее часто 

встречается немелкоклеточный рак.  

Лечение больных НМРЛ по-прежнему остается предметом исследований и 

дискуссий. Основным и единственно радикальным методом лечения является 

хирургический, однако 5-летняя выживаемость на протяжении последних 

десятилетий не претерпела существенных изменений и находилась в прямой 
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зависимости от стадии заболевания и гистологической структуры опухоли. В 

связи с этим в настоящее время активно развиваются методы комбинированного 

лечения НМРЛ, включающие рациональное сочетание радикального 

хирургического вмешательства с лучевой  и/или лекарственной 

противоопухолевой терапией. Выбор метода лечения, несомненно, влияет на 

особенности течения и прогноз заболевания, во многом определяя вероятность 

опухолевой прогрессии. 

Основными характеристиками опухолевой прогрессии являются 

инвазивный рост и метастазирование. Необходимо изучение данных процессов на 

молекулярном уровне как для понимания закономерностей изменения клеточных 

процессов при распространении опухолей, так и для разработки методов прогноза 

метастазирования и подбора тактики лечения. 

Значимыми процессами, определяющими метастатический потенциал 

опухолевых клеток, являются нарушение адгезивных свойств и способность к 

активному перемещению в экстраклеточном матриксе, важную роль в которых 

играет реорганизация актинового цитоскелета. В этой связи наиболее актуальным 

является изучение актин-связывающих белков, к числу которых относятся САР1 и 

кофилин, а также белка, находящегося в комплексе с молекулами межклеточной 

адгезии - β-катенина. CAP1 осуществляет разборку нитей актина самостоятельно, 

а также в связи с белком кофилином, кроме того, имеются данные об его участии 

в клеточном сигналинге. Β-катенин же, находясь в составе катенин-кадгериновых 

комплексов, участвует в формировании межклеточных контактов. При их 

нарушении β-катенин освобождается из связи с Е-кадгерином, накапливается в 

цитозоле, а затем участвует в активации TCL/LEF транскрипционных факторов, 

что вызывает повышение пролиферативной и миграционной активности клеток. В 

настоящее время не достаточно изучена возможная регуляция данных белков при 

метастазировании НМРЛ.  

Для сохранности клеточного протеома, нормального функционирования 

клеток и регуляции их биологического ответа в клетке существует система 

контроля качества белков, включающая белки-шапероны и внутриклеточные 
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протеазы. Эти системы взаимодействуют друг с другом и образуют сеть, 

обеспечивая полный или частичный протеолиз белков в норме и при патологии. 

HspB5 (αB-кристаллин) является мало изученным малый белок теплового 

шока и обладает свойствами истинного шаперона. Он может стабилизировать или 

являться шапероном при сборке компонентов цитоскелета и, таким образом, 

влиять на пространственно-временную организацию клетки. Малые БТШ могут 

поставлять белки на дальнейшую деградацию в протеасомную систему в клетке: 

HspB5 является частью комплекса, участвующего в полиубиквитинировании 

молекулы, которая является своеобразной меткой для дальнейшей деградации 

белка 26S протеасомомй. Также αВ-кристаллин может помогать 20S протеасоме 

деградировать меченые белки в отсутствие 19S регуляторного комплекса или 

системы убиквитинирования. Внутриклеточные протеолитические системы, такие 

как убиквитин-протеасомная и кальпаиновая, самостоятельно участвуют в 

деградации белков актинового цитоскелета, в том числе актин-связывающих 

белков, таких как филамины, гельзолин и кофилин. Существуют данные и об 

активном участии протеасом и кальпаинов в деградации β-катенина. Для 

кальпаиновой системы белки цитоскелета клетки вообще являются 

физиологическими субстратами. Доказано, что процесс развития опухоли тесно 

связан с функционированием протеолитических систем. Шапероны и системы 

протеолиза участвуют в регуляции пролиферативной активности, 

дифференцировки, миграции, транскрипции генов, ингибировании апоптоза, 

стимуляции неоангиогенеза и функционировании иммунной системы  Все выше 

сказанное свидетельствует о том, что изучение роли белков CAP1, кофилина, β-

катенина, участвующих в инвазии и миграции опухолевых клеток, их возможных 

регуляторов белка теплового шока αВ-кристаллина, а также внутриклеточных 

протеасомной и кальпаиновой протеолитических систем позволило бы выявить 

новые молекулярные механизмы регуляции процессов адгезии и локомоции 

клеток НМРЛ, которые вносят значимый вклад в процесс метастазирования. 
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ГЛАВА 2. Материал и методы исследования 

 

2.1 Клиническая характеристика больных  

 

Работа проведена с соблюдением принципов добровольности и 

конфиденциальности в соответствии с «Основами законодательства РФ об охране 

здоровья граждан» (Указ Президента РФ от 24.12.1993 №2288), получено 

разрешение этического комитета института. В исследование было включено 60 

пациентов с НМРЛ (T2-3N0-2M0) в возрасте от 44 до 77 лет (средний возраст 

58,9±1,1 лет). Обследование пациентов до лечения включало: рентгенографию и 

компьютерную томографию органов грудной полости, фибробронхоскопию с 

гистологическим и цитологическим исследованием биопсийного материала,  

трансторакальную пункцию периферической опухоли, ультразвуковое 

исследование печени, надпочечников и сердца, ЭКГ, спирографию и 

общеклинические анализы, по показаниям МРТ головного мозга, сцинтиграфию 

скелета. Критериями исключения из исследования служили наличие тяжелой 

сопутствующей патологии, других диагностированных злокачественных 

новообразований. 

Все больные были разделены на две клинические группы: 

I группа: 40 больных НМРЛ, которым выполнялось радикальное 

хирургическое лечение (в объеме лобэктомии, билобэктомии или 

пневмонэктомии).  

II группа: 20 больных НМРЛ, с термохимиолучевой терапией (ТХЛТ).  

Методика термохимиолучевой терапии. При комбинированном лечении 

больным проводилось 2 курса предоперационной химиотерапии по схеме: 

паклитаксел 175 мг/м2 в/в 1-й день, карбоплатин – расчет дозы по AUC 6 в/в 1-й 

день. Интервал между курсами химиотерапии и хирургическим лечением 

составлял 3 недели. Лучевая терапия в режиме классического фракционирования  

2 Гр, 5 дней в неделю, СОД 40 Гр, локальная гипертермия на аппарате Celsius 
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TSC 2 сеанса в неделю, всего 8 сеансов. Температура > 420С, время сеанса 40-60 

минут.  Используемая частота: 13,56 МГц, мощность до 600Вт. 

Эффективность ТХЛТ оценивалась по шкале RECIST 1.1. Полная регрессия 

– исчезновение всех очагов поражения на срок не менее 4 недель. Частичная 

регрессия – уменьшение измеряемых очагов на 30% или более. Прогрессирование 

– увеличение на 20% наименьшей суммы очагов поражения, зарегистрированной 

за время наблюдения, или появление новых очагов. Стабилизация – нет 

уменьшения, достаточного для оценки как частичного эффекта, или увеличения, 

которое можно оценивать как прогрессирование. Оценка объективного ответа 

проводилась по результатам рентгенологического исследования, спиральной 

компьютерной томографии и фибробронхоскопии. После операции удаленное 

легкое с опухолью и регионарными лимфатическими узлами подвергалось 

патоморфологическому исследованию. Исследовались фрагменты из центра 

опухоли, с периферии и на границе опухоли с окружающей тканью. 

Обязательному исследованию подвергалась линия резекции бронха.  

Распределение больных НМРЛ по основным клинико-патологическим 

характеристикам в исследуемых группах представлено в таблице 1.  

 

Таблица 1 – Клинико-патологическая характеристика больных НМРЛ, 

включенных в исследование 

Клинико-патологический параметр Показатель Число случаев (%) 

Возраст 

40–49 лет 8 (13,3) 

50–59 лет 18 (30,0) 

60–69 лет 30 (50,0) 

70-79 лет 4 (6,7) 

Пол 
Мужчины 47 (78,3) 

Женщины 13 (21,7) 

Размер опухоли (Т) 
T2N0-2M0 36 (60,0) 

T3N0-2M0 24 (40,0) 

Лимфогенные метастазы (N) 

T2-3N0M0 15 (25,0) 

T2-3N1M0 35 (58,3) 

T2-3N2M0 10 (16,7) 

Гистологический тип опухоли 
Плоскоклеточный 24 (40,0) 

Аденокарцинома 36 (60,0) 
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Наибольшее число больных было в возрасте от 50 до 69 лет, что 

соответствует статистическим данным о заболеваемости раком легкого. 

Соотношение заболевших мужчин и женщин в исследуемых группах составило 

4:1. Окончательная стадия заболевания устанавливалась после операции в 

соответствии с международной классификацией TNM Classification of Malignant 

Tumours (7th Edition) [149]. Морфологическое строение опухоли определяли в 

соответствии с классификацией рака легкого ВОЗ (2004). Плоскоклеточный рак 

был подтвержден в 40,0% случаев, аденокарцинома в 60,0%. 

Дизайн исследования схематично изображен на рисунке 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 1 – Дизайн исследования 

 

НМРЛ 

(Т2-3N0-2М0) 
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Определение мРНК и уровня белков клеточной подвижности (САР1, 

кофилина, фракций β-катенина) и функциональной активности компонентов 

системы контроля качества клеточного протеома (протеасомы, кальпаины, 

HspB5) в опухолевой и неизмененной ткани 

Оценка 2-х летней общей, безметастатической и безрецидивной 

выживаемости 

 

Операция 

 (n=40) 

Разработка способа прогнозирования отдаленных метастазов и 

неблагоприятного исхода у больных НМРЛ 
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2.2  Материал исследования 

 

Материалом для исследования служили образцы тканей первичных 

опухолей, лимфогенных метастазов и гистологически неизмененной ткани, взятой 

на расстоянии не менее 1 см от границы опухоли, а также ткань неизмененных 

лимфоузлов, полученные при выполнении радикального оперативного 

вмешательства. Весь полученный материал имел гистологическую верификацию.  

Образцы тканей замораживали и хранили при -80oС. 

 

2.3  Методы исследования 

 

2.3.1 Получение осветленных гомогенатов  

 

Для получения осветленных гомогенатов замороженные образцы ткани (100 

мг) гомогенизировали в жидком азоте, затем ресуспендировали в 300 мкл 50 мМ 

трис-HCl буфере (pH=7,5), содержащем 2 мМ АТФ для определения активности 

протеасом и не содержащем АТФ – для активности кальпаинов, 5 мМ хлорид 

магния, 1 мМ дитиотреитол, 1мМ ЭДТА и 100 мМ хлорид натрия. Гомогенат 

центрифугировали 60 минут при 10000g и 4оС. Надосадочную жидкость 

(осветленный гомогенат) использовали для дальнейших исследований. 

 

2.3.2 Определение активности протеасом и кальпаинов 

Химотрипсиноподобную (ХПА) и каспазаподобную активность (КПА) 

протеасом определяли в осветленных гомогенатах опухолевых и неизмененных 

тканей по гидролизу флуорогенного олигопептида Suc-LLVY-AMC и Cbz-LLG-

AMC, соответственно, который утилизируется химотрипсинподобными и 

каспазаподобными центрами протеасом [41]. Реакционная смесь для определения 

химотрипсинподобной и каспазаподобной активности протеасом содержала 20 

мМ Tris-HCl (pH 7,5), 1 мМ дитиотрейтола, 30 мкМ Suc-LLVY-AMC, 5 мМ MgCl2 
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и 1 мМ АТФ. Реакцию проводили при 37оС в течение 20 мин. Определение 

активности кальпаинов (АК) проводили в осветленных гомогенатах по гидролизу 

флуорогенного олигопептида Suc-LLVY-AMС, такого же как и для ХПА 

протеасом. Реакционная смесь содержала 100 мМ Tris-HCl (pH 7,3), 145 mM NaCl, 

1 мМ дитиотрейтола и 30 мкМ Suc-LLVY-AMC, с добавлением 10 mM CaCl2. 

Реакционная смесь с 30 мкМ ингибитора кальпаинов ALLN (N-ацетил-лейцин-

лейцин-норлейциналь) не содержала CaCl2 [138]. N-ацетил-лейцин-лейцин-

норлейциналь ингибирует как кальпаины Кi = 190 (220) нМ, так и протеасомы Кi 

= 6000 нМ. Учитывая такую значительную разницу в константе ингибирования, 

можно считать, что этот ингибитор в высоких концентрациях (50–100 мкM) 

ингибирует протеасомы, а в используемой концентрации 0.4 мкМ он ингибирует 

кальпаины [36]. Реакцию проводили в течение 30 мин при 20оС. Образовавшийся 

продукт регистрировали на флуориметре «Hitachi-850» (Япония) при длине волны 

возбуждения 380 нм и эмиссии 440 нм. За единицу активности принимали 

количество фермента, при котором гидролизуется 1 нмоль субстрата в течение 1 

мин. Для оценки активности примесных протеаз применяли специфический 

ингибитор протеасом – MG132 (Sigma, США) и ингибитор кальпаинов – MG101 

(Sigma, США). Удельную активность протеасом и кальпаинов выражали в 

единицах активности на 1мг белка (103 Ед/мг белка). Содержание белка 

определяли по методу Лоури [114].  

 

2.3.3 Определение содержания субъединиц тотального пула протеасом, 

кофилина, фракций β-катенина 

 

Содержание субъединиц тотального пула протеасом (α1α2α3α5α6α7), 

кофилина и фракций β-катенина (общий β-катенин и фосфо(Ser45)-β-катенин) 

оценивали с помощью метода Вестерн-блоттинг с применением первичных 

моноклональных антител к искомым белкам в разведении 1:1000 и вторичных 

анти-мышиных, анти-кроличьих антител (1:2000) (Cell Signaling Technology, 

США). За 100% был принят уровень изучаемых белков в неизмененной ткани. 
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Проводилась стандартизация значений субъединичного состава на содержание β-

актина (Cell Signaling Technology, США). Результаты выражали в процентах от 

содержания изучаемого белка в неизмененной ткани.  

Электрофоретическое разделение белков для последующего Вестерн-

блоттинга проводили по Laemmli в 13% полиакриламидном геле. Пробы наносили 

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 осуществляли перенос 

полипептидов на PVDF-мембрану (Immobylon, Millipore, США). Для связывания 

антител и промывки мембран был использован полуавтоматизированный прибор 

iBind Western System (Thermo Fisher Scientific). Затем мембрану подвергали 

обработке системой хемилюминесцентной детекции ECL (GE Healthcare, 

Великобритания). Для иммунодетекции использовали гель-документирующую 

систему ChemiDoc Touch Imaging System (Bio Rad).  Плотность полос оценивали с 

помощью компьютерной программы «Image Lab». Стандартизация проводилась 

относительно β-актина. Результаты выражали в процентах от содержания 

субъединиц протеасом в неизмененной ткани. 

 

2.3.4 Определение уровня экспрессии мРНК кальпаинов 1 и 2, САР1 и 

кофилина 

 

РНК выделяли с использованием набора diaGene для выделения РНК из 

культур клеток (Qiagen, США) согласно стандартному протоколу. Раствор РНК 

хранили при температуре -80ºС. Проверка качества РНК проводилась при помощи 

автоматического электрофореза на приборе 2200 TapeStation (Agilent 

Technologies, Inc., США). Для этого использовался набор R6K ScreenTape (Agilent 

Technologies, Inc., США). Качество РНК оценивалось автоматически с помощью 

показателя RIN (от англ. RNA Integrity Number, показатель целостности РНК), 

варьирующего для исследуемых образцов РНК от 4 до 6 (рис.1). Концентрация 

РНК составила от 80 до 250 нг/мкл. 
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Реакция обратной транскрипции проводилась при помощи специфичных 

праймеров к мРНК (CAPN1, CAPN2, САР1, CFL1) в объеме 30 мкл с 

использованием готовой реакционной смеси «РеалБест Мастер микс ОТ» (ЗАО 

«Вектор-Бест», Новосибирск). Реакция проводилась в течение 30 мин. при 42оС, 

затем проводили инактивацию обратной транскриптазы при 95оС в течении 2 мин. 

Полученная реакционная смесь, содержащая кДНК, в объеме 3 мкл сразу была 

использована в качестве матрицы для проведения количественной полимеразной 

цепной реакции (ПЦР) в режиме реального времени на амплификаторе Rotor-Gene 

6000 (Corbett Research, Австралия). В качестве референсного гена использовался 

GAРDH (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase).  

Объем смеси для ПЦР имел конечный объём 25 мкл и содержал 

компоненты: БиоМастер HS-qPCR (100 мМ Трис-HCl, рН 8,5, 100 мМ КCl, 0,4 мМ 

dNTPs, 3 мМ MgCl2, 0,06 ед. акт./мкл Taq ДНК-полимеразы, 0,025% Tween-20, 

стабилизаторы HS-Taq ДНК-полимеразы, SYBR Green 1 и иертный краситель) 

(Биолабмикс, Новосибирск) 12,5 мкл, 1 мкл прямого праймера, 1 мкл обратного 

праймера, 3 мкл кДНК матрицы и 7,5 мкл деионизованной воды. Протокол 

реакции ПЦР: предварительный прогрев при 95оС – 6 мин, 40 основных циклов: 

денатурация при 95°С – 10 сек, отжиг и элонгация: 52оС – 35 сек. Праймеры были 

подобраны с использованием программы Vector NTI Advance 11.5 (Thermo Fisher 

Scientific, США) и базы данных NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore). 

Последовательность праймеров указана в таблице 2. 

Расчет уровня экспрессии генов производили по методу, предложенному 

Pfaffl в 2001 году [127]. Для расчета использовали формулу (1):  

Ratio=(Etarget)
ΔCt,target(calibrator-test)/(Eref)

ΔCt,ref(calibrator-test),                                           (1) 

где Е – эффективность реакции,  

Ct – пороговый цикл генов-мишеней (target) и гена-рефери (ref), 

ΔCt, target (calibrator – test) – Ct гена мишени в калибраторе за вычетом Ct 

гена мишени в опытном образце, 

ΔCt, ref (calibrator – test) – Ct гена-рефери в калибраторе минус Ct гена-

рефери в опытном образце.  
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Таблица 2 – Последовательность праймеров, используемых в количественной 

полимеразной цепной реакции. 

Ген Праймер F Праймер R 

CAPN1 

5’  

AGAGCCTGGGTTACAAG 

3’ 

5’ TGTCGTTGAGAGTGAGG 3’ 

CAPN2 

5’ 

ATGCTAGATTCGGACGGGAG 

3’ 

5’ TGGAGTTGACAGGGCATCTT 3’ 

CAP1 

5’ 

CCAAACGAGCCACAAAGAA 

3’ 

5’ 

ACCCATTACCTGAACTTTGACAT 

3’ 

CFL1 

5’  

CTGCCGCTATGCCCTCTA  

3’ 

5’ TTCTTCTTGATGGCGTCCTT 3’ 

GAРDH 

5’ 

GGAAGTCAGGTGGAGCGA  

3’ 

5’ 

GCAACAATATCCACTTTACCAGA 

3’ 

Примечание – F (от англ. forward) – прямой праймер, R (от англ. reverse) – 

обратный праймер. 

В качестве калибратора использовалась мРНК (кДНК), выделенная из 

морфологически неизмененной ткани легкого.  

 

2.3.5 Определение содержания белков САР1 и HspB5 

 

Содержание белков САР1 и HspB5 определяли с помощью 

иммуноферментного метода (Cusabio, США; MyBioSource, США соответственно), 

согласно протоколу производителя. Оптическую плотность образцов и стандартов 

измеряли на микропланшетном ридере Multiscan FC (Thermo Fisher Scientific, 

США) при длине волны, указанной в инструкции производителя набора. Расчет 

концентрации определяемых белков осуществляли с помощью программного 

обеспечения Scanlt. 
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2.3.6 Статистическая обработка результатов 

 

Статистическая обработка результатов, проводилась с помощью программ 

IBM SPSS Statistics v.20.0. Для всех видов анализа статистически значимыми 

считались различия при уровне значимости р < 0,05. 

Проверка нормальности распределения исследуемых выборок проводилась с 

использованием критерия Колмогорова-Смирнова. Статистическую значимость 

различий между группами определяли с помощью непараметрического критерия 

Манна-Уитни, Краскала-Уоллиса с поправкой Бонферони для независимых 

выборок. Для оценки взаимосвязи признаков использовали коэффициент 

ранговой корреляции Спирмена, методы линейной и логистической регрессии. 

Прогностическая значимость признаков в отношении безметастатической и 

общей выживаемости у больных НМРЛ оценена с использованием обобщенного 

критерия Гехана-Вилкоксона. Кривые кумулятивной выживаемости строились по 

методу Каплана-Майера. Выживаемость больных определялась с помощью 

динамического (актуариального) метода. Расчет выживаемости проводился на 

второй год после окончания лечения с учетом выбывших из-под наблюдения 

больных и умерших от сопутствующих не онкологических заболеваний. 

Продолжительность жизни исчисляли с момента окончания лечения. Проверка 

специфичности и чувствительности показателей, показавших статистически 

значимый результат в отношении безметастатической и общей выживаемости, 

осуществлялась с помощью ROC-анализа.  Результаты в таблицах представлены в 

виде Ме (Q1;Q3), где Ме - медиана, Q1 и Q3 – нижний и верхний квартили.  
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ГЛАВА 3. Результаты собственных исследований и их обсуждение 

 

3.1 Белки клеточной подвижности при немелкоклеточном раке легкого 

 

Значимыми процессами, определяющими метастатический потенциал 

опухолевых клеток, являются нарушение адгезивных свойств [79] и способность к 

активному перемещению в экстраклеточном матриксе, важную роль в которой 

играет реорганизация актинового цитоскелета [3]. Экспрессия актин-

связывающих белков, к числу которых относятся циклаза-ассоциированный 

протеин (CAP1) и кофилин в комплексе с молекулами межклеточной адгезии – β-

катенина, при НМРЛ изучена недостаточно. 

Провели определение содержания актин-связывающих белков (САР1 и 

кофилин), фракций β-катенина (общий β-катенин и фосфо(Ser45)-β-катенин) и 

экспрессии мРНК САР1 и кофилина у 60 больных НМРЛ (40 человек без ТХЛТ, 

20 человек, которым перед оперативным вмешательством проводилась химио- и 

лучевая терапия). Изучаемые показатели оценивали в опухолевой и неизмененной 

ткани, а также ткани метастатических и нормальных регионарных лимфоузлов; 

сопоставляли с основными клинико-морфологическими параметрами 

(гистологический тип, стадия заболевания), а также оценивали влияние ТХЛТ на 

изменение показателей. 

 

3.1.1 Актин-связывающие белки в опухолевой и неизмененной ткани легкого 

 

В результате проведенного исследования показано значимое увеличение 

содержания САР1 и кофилина в ткани первичной опухоли и лимфогенных 

метастазов по сравнению с неизмененной тканью легкого (таблица 3, рисунок 2).  

САР1 и кофилин играют важную роль в процессе клеточного движения, как 

актиндеполимеризующие белки. Разрушая актиновые филаменты с одного конца, 

они способствуют активному тредмиллингу актина в клетках. Способность к 

движению является неотъемлемым свойством злокачественной клетки. Вероятно, 
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такие изменения актин-связывающих белков в опухолевом очаге могут 

свидетельствовать об активной инвазии опухолевых клеток, а также их 

подготовке к метастатическим процессам. 

 

Таблица 3 – Содержание САР1 в опухолевой, неизмененной и метастатической 

ткани у больных немелкоклеточным раком легкого  

Показатель 

Неизмененная 

ткань 

Первичная 

опухоль 

Лимфогенные 

метастазы р 

n=40 n=40 n=31 

САР1 (пг/мл) 
671,00 

(587,00; 711,00) 

834,00 

(714,00; 859,00) 

775,00 

(725,00; 844,00) 

р12=0,007; 

p13=0,034; 

p23=0,601  

 

 

Рисунок 2 – Содержание кофилина в ткани первичной опухоли и 

лимфогенных метастазов 

Примечание – за 100% принято содержание белка в неизмененной ткани; N 

– неизмененная ткань легкого, О – ткань первичной опухоли, М – ткань 

лимфогенных метастазов.  

 

В общем, наблюдается повышение уровня актин-связывающих белков в 

ткани первичной опухоли и лимфогенных метастазов по сравнению с 

неизмененной тканью, что свидетельствует о важности белков в опухолевой 

трансформации. 
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3.1.2 Изменение актин-связывающих белков в зависимости от 

гистологического типа опухоли, распространенности опухолевого процесса 

 

Изучая содержание и экспрессию мРНК САР1 и кофилина в зависимости от 

гистологического типа опухоли, разницы в показателях аденокарциномы и 

плоскоклеточного рака не выявлено (таблица 4-5).  

 

Таблица 4 – Содержание САР1 и кофилина в ткани первичной опухоли и 

лимфогенных метастазов в зависимости от гистологического типа опухоли 

Показатель 

Первичная опухоль 

р Аденокарцинома Плоскоклеточный рак 

n=23 n=17 

САР1 (пг/мл) 
522,50 

(266,50; 846,00) 

428,00 

(266,50; 723,00) 
0,182 

Кофилин (% к 

неизмененной ткани) 

134,00 

(119,00; 157,00) 

174,00 

(135,00; 186,00) 
0,186 

Показатель 

Лимфогенные метастазы 

р Аденокарцинома Плоскоклеточный рак 

n=23 n=17 

САР1 (пг/мл) 
537,50 

(318,00; 826,50) 

453,00 

(280,50; 712,50) 
0,195 

Кофилин (% к 

неизмененной ткани) 

188,00 

(170,00; 202,00) 

212,00 

(182,00; 224,00) 
0,179 

 

Таблица 5 – Экспрессия мРНК САР1 и кофилина в ткани первичной опухоли и 

лимфогенных метастазов в зависимости от гистологического типа опухоли  

Показатель 

Первичная опухоль 

р Аденокарцинома Плоскоклеточный рак 

n=23 n=17 

САР1 
1,50 

(0,16; 5,40) 

3,40 

(1,10; 7,30) 
0,455 

CFL 
3,00 

(1,00; 4,80) 

1,60 

(0,30; 2,40) 
0,539 

Показатель 

Лимфогенные метастазы 

р Аденокарцинома Плоскоклеточный рак 

n=23 n=17 

САР1 
0,06 

(0,03; 1,24) 

0,50 

(0,01; 0,60) 
0,389 

CFL 
0,55 

(0,30; 6,30) 

0,60 

(0,20; 3,50) 
0,712 
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Полученные результаты позволяют предположить, что изучаемые белки 

САР1 и кофилин являются важным звеном канцерогенеза вне зависимости от 

пути возникновения опухоли.  

Оценивая уровень белков в опухолевой ткани в зависимости от размера 

первичной опухоли (Т) можно отметить повышение как уровня мРНК, так и 

содержания белка САР1 в ткани первичной опухоли с увеличением ее размера с 

Т2N0-2M0 до Т3N0-2M0 (таблица 6). Также увеличивается количество мРНК в ткани 

лимфогенных метастазов при увеличении Т (таблица 7). Что касается кофилина, 

можно отметить значимое увеличение его мРНК в ткани первичной опухоли при 

увеличении Т (таблица 7), но при этом уровень белка в той же ткани на стадии 

Т3N0-2M0 резко снижается в 3 раза по сравнению со стадией Т2N0-2M0 (рисунок 6). 

По всей видимости, в опухолевой клетке включаются механизмы 

посттрансляционной модификации кофилина, которые снижают его уровень. Так, 

показано, что уровень кофилина в клетке может регулироваться с помощью РНК-

интерференции различными микроРНК [109; 128; 163], а также 

протеолитическими системами, такими как протеасомы и кальпаины [14; 104]. 

Изменения в уровне и экспрессии мРНК САР1 при увеличении Т могут 

наблюдаться из-за его участия в клеточном цикле. Например, на культуре клеток 

рака молочной железы и рака яичника показано, что ингибирование экспрессии 

САР1 в клетках приводит к торможению опухолевого роста [78; 187]. 

 

Таблица 6 – Содержание САР1 в ткани первичной опухоли и лимфогенных 

метастазов в зависимости от Т 

Показатель 

Первичная опухоль 

р Т2N0-2M0 Т3N0-2M0 

n=23 n=17 

САР1 (пг/мл) 
312,50 

(206,00; 334,00) 

642,00 

(367,00; 859,50) 
0,031 

Показатель 

Лимфогенные метастазы 

р Т2N0-2M0 Т3N0-2M0 

n=23 n=17 

САР1 (пг/мл) 
559,50 

(282,00; 793,00) 

688,50 

(384,50; 1064,00) 
0,374 
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Рисунок 3 – Содержание кофилина в ткани первичной опухоли и 

лимфогенных метастазов в зависимости от Т 

 

Таблица 7 – Экспрессия мРНК САР1 и кофилина в ткани первичной опухоли и 

лимфогенных метастазов в зависимости от Т 

Показатель 

Первичная опухоль 

р Т2N0-2M0 Т3N0-2M0 

n=23 n=17 

САР1 
1,05 

(0,30; 2,30) 

4,60 

(2,55; 9,90) 
0,005 

CFL 
1,60 

(0,30; 3,40) 

5,20 

(4,40; 5,80) 
<0,001 

Показатель 

Лимфогенные метастазы 

р Т2N0-2M0 Т3N0-2M0 

n=23 n=17 

САР1 
0,03 

(0,01; 0,50) 

1,00 

(0,56; 1,90) 
0,019 

CFL 
0,90 

(0,40; 7,70) 

0,40 

(0,20; 5,90) 
0,557 
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При вовлечении в опухолевый процесс регионарных лимфоузлов (N) 

наблюдались нелинейные изменения уровня изучаемых белков и экспрессии их 

мРНК в первичной опухоли и лимфогенных метастазов (таблица 8-9, рисунок 4).  

На стадии Т2-3N1M0 в ткани наблюдалось повышение уровня экспрессии 

мРНК и содержания кофилина в 4,7 и 2 раза, соответственно, и повышение уровня 

экспрессии мРНК и содержания САР1 в 2 и 2,5 раза, соответственно. При Т2-

3N2M0 экспрессия мРНК и содержание кофилина в ткани первичной опухоли 

снижались в 10 и 5,5 раз, соответственно, а экспрессия мРНК и содержание 

САР1в 2 и 1,5 раза, соответственно.  

Общеизвестно, что морфологические изменения злокачественных 

опухолевых клеток повышают миграционную способность клеток и приводят к 

инвазии и метастазированию. В определенной степени поддержание и изменение 

структуры и функции клеток достигается путем регулирования структуры и 

функции актинового цитоскелета, что является ключом к его реорганизации. 

CAP1 принимает участие в ускорении оборота актиновых филаментов путем 

рециркуляции кофилина и актина на обоих концах актиновой нити [194]. 

Прогрессирование заболевания сопровождалось значительными изменениями в 

работе актин-связывающих белков САР1 и кофилина. 

 

Таблица 8 – Содержание САР1 в ткани первичной опухоли и лимфогенных 

метастазов в зависимости от N 

Показатель 

Первичная опухоль 

р Т2-3N0M0 Т2-3N1M0 Т2-3N2M0 

n=9 n=22 n=9 

САР1 

(пг/мл) 

299,00 

(240,50; 330,00) 

756,00 

(567,00; 858,00) 

504,00 

(332,00; 532,00) 

р12=0,007; 

p13=0,014; 

p23=0,915 

Показатель 

Регионарные лимфоузлы 

р Т2-3N0M0 Т2-3N1M0 Т2-3N2M0 

n=9 n=22 n=9 

САР1 

(пг/мл) 

453,00 

(244,50; 534,00) 

722,00 

(535,00; 840,00) 

518,00 

(316,00; 557,00) 

р12=0,033; 

p13=0,051; 

p23=0,536 
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Рисунок 4 – Содержание кофилина в ткани первичной опухоли и 

лимфогенных метастазов в зависимости от N 

 

Таблица 9 – Экспрессия мРНК САР1 и кофилина в ткани первичной опухоли и 

лимфогенных метастазов в зависимости от N  

Показатель 

Первичная опухоль 

р Т2-3N0M0 Т2-3N1M0 Т2-3N2M0 

n=9 n=22 n=9 

САР1 
1,70 

(1,36; 2,00) 

3,40 

(2,72; 3,85) 

1,60 

(0,70; 1,90) 

р12=0,021; 

p13=0,842; 

p23=0,014 

CFL 
2,00 

(1,00; 2,05) 

5,40 

(4,30; 5,95) 

0,40 

(0,04; 0,60) 

р12=0,050; 

p13=0,055; 

p23<0,001 

Показатель 

Регионарные лимфоузлы 

р Т2-3N0M0 Т2-3N1M0 Т2-3N2M0 

n=9 n=22 n=9 

САР1 
0,07 

(0,06; 0,29) 

1,00 

(0,30; 1,90) 

0,01 

(0,01; 0,35) 

р12=0,005; 

p13=0,514; 

p23<0,001 

CFL 
0,60 

(0,40; 0,85) 

1,10 

(0,65; 2,30) 

0,70 

(0,40; 0,90) 

р12=0,037; 

p13=0,914; 

p23=0,015 
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В итоге, изучаемые белки показали взаимосвязь со стадией опухолевого 

процесса и при этом оказались одинаково изменяющимися при разных 

гистологических типах НМРЛ. Исходя из полученных результатов, можно 

утверждать, что САР1 и кофилин включены в патогенез НМРЛ. 

 

3.1.3 Актин-связывающие белки при проведении термохимиолучевой 

терапии 

 

Основная задача предоперационной терапии состоит в повреждении 

опухолевых клеток, снижении степени их злокачественности, санации 

лимфатических путей корня легкого и средостения для предупреждения лимфо- и 

гематогенного метастазирования и, следовательно, рецидива болезни [20]. 

Однако, эффективность терапии НМРЛ ограничивается лекарственной 

устойчивостью раковых клеток. Поэтому мы также оценили содержание актин-

связывающих белков и экспрессию их мРНК при применении ТХЛТ (таблица 10-

11, рисунок 5).  

 

Таблица 10 – Содержание САР1 в ткани первичной опухоли и лимфогенных 

метастазов после проведения термохимиолучевой терапии 

Показатель 

Первичная опухоль 

р ТХЛТ- ТХЛТ+ 

n=40 n=20 

САР1 (пг/мл) 
621,00 

(299,00; 834,00) 

587,00 

(269,50; 859,00) 
0,711 

Показатель 

Лимфогенные метастазы 

р ТХЛТ- ТХЛТ+ 

n=40 n=20 

САР1 (пг/мл) 
652,00 

(501,00; 801,00) 

480,00 

(308,50; 509,00) 
0,054 
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Таблица 11 – Экспрессия мРНК САР1 и кофилина в ткани первичной опухоли и 

лимфогенных метастазов после проведения термохимиолучевой терапии 

Показатель 

Первичная опухоль 

р ТХЛТ- ТХЛТ+ 

n=40 n=20 

САР1 
3,05 

(0,30; 7,30) 

3,15 

(0,40; 5,90) 
0,932 

CFL 
2,00 

(0,30; 5,80) 

1,15 

(0,10; 2,20) 
0,427 

Показатель 

Лимфогенные метастазы 

р ТХЛТ- ТХЛТ+ 

n=40 n=20 

САР1 
0,29 

(0,01; 1,40) 

6,55 

(3,30; 9,80) 
0,021 

CFL 
0,70 

(0,20; 1,20) 

1,40 

(1,35; 2,20) 
0,083 

 

 
Рисунок 5 – Содержание кофилина в ткани первичной опухоли и 

лимфогенных метастазов после проведения термохимиолучевой терапии 

 

Среди полученных результатов, значимые изменения наблюдались в уровне 

мРНК и содержании САР1 в лимфогенных метастазах. Здесь можно отметить 

сильно выраженное повышение (в 23 раза) экспрессии мРНК САР1 при значимом 

снижении уровня данного белка (в 1,4 раза) в лимфогенных метастазах при 
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проведении ТХЛТ. Механизмы этих разнонаправленных изменений в экспрессии 

мРНК САР1 и содержании белка не изучены. 

Кроме важной роли САР1 в реорганизации цитоскелета показано его 

участие в других внутриклеточных процессах. Так, САР1 регулирует запуск 

митохондриально-зависимого пути апоптоза: при обработке клеток разных линий 

индуцирующим апоптоз агентом (стауроспорином) наблюдалась транслокация 

САР1 в митохондрии, что явилось проапоптозным событием [173]. Такой 

физиологической функцией САР1 можно объяснить повышение экспрессии его 

мРНК в ответ на предоперационную терапию. Но одновременно с этим в 

опухолевых клетках наблюдалось снижение уровня самого белка САР1. Это 

возможно благодаря ускоренной деградации белка протеолитическими системами 

клетки, которые также активируются при терапии опухоли [39]. 

Эффективность ТХЛТ оценивалась по результатам инструментального 

исследования (рентгенологическое исследование, спиральная компьютерная 

томография и фибробронхоскопия) по шкале RECIST. Под объективным ответом 

на ТХЛТ подразумевалась полная (1 случай, 5%) и частичная (17 случаев, 85%)  

регрессия опухоли, под отсутствием объективного ответа – стабилизация (2 

случая, 10%) и прогрессирование (0 случаев, 0%). Здесь и далее из-за отсутствия 

адекватной группы сравнения между пациентами с объективным ответом (18 

человек) и с его отсутствием (2 человека), влияние изучаемых показателей на 

эффективность ТХЛТ не исследовали. 

Таким образом, показано изменение содержания и экспрессии мРНК САР1 

в лимфогенных метастазах при проведении ТХЛТ. Такие изменения могут 

отражать участие САР1 в сигнальных путях, связанных с проведением 

апоптотического сигнала внутрь клетки при лечении, а также указывать на 

разрушение протеолитическими системами. Возможно, в дальнейшем данные 

показатели будут адекватны при оценке эффективности ТХЛТ. 
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3.1.4 В-катенин в опухолевой и неизмененной ткани легкого 

 

На следующем этапе исследования было изучено содержание белка 

клеточной адгезии β-катенина (общей и фосфорилированной по серину-45 

фракций) в опухолевой, неизмененной и метастатической ткани больных НМРЛ 

(рисунок 6). Наблюдалось увеличение общей на 75%  и фосфорилированной на 

35% фракций белка в ткани первичной опухоли по сравнению с неизмененной 

тканью при снижении данных фракций в регионарных метастазах (снижение 

общей фракции β-катенина в ткани первичной опухоли на уровне тенденции: 

p<0,1). 

 

Рисунок 6 – Содержание общей и фосфорилированной фракций β-катенина 

в ткани первичной опухоли и лимфогенных метастазов 

Примечание – за 100% принято содержание белка в неизмененной ткани; N 

– неизмененная ткань легкого, О – ткань первичной опухоли, М – ткань 

лимфогенных метастазов.  
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Согласно современным данным, мутации, приводящие к аномальному 

взаимодействию β-катенина с комплексом деструкции, играют ключевую роль в 

развитии различных опухолей. Изменение экспрессии β-катенина начинают 

происходить уже на ранних этапах формирования опухолевого фенотипа. В 

многочисленных исследованиях показано, что нормальное функционирование β-

катенина и его сигнального пути имеет большое значение для поддержания 

равновесия между стволовыми, делящимися и дифференцирующимися клетками 

кишечного эпителия. Нарушение этого баланса в ткани может лежать в основе 

развития злокачественной опухоли [10]. В-катенин является ключевым 

модулятором пролиферации и выживания опухолевых клеток [167]. Также было 

обнаружено, что данный белок способен поддерживать рост опухоли путем 

стимуляции ангиогенеза за счет участия в регуляции экспрессии эндотелиального 

фактора роста сосудов (VEGF) [146]. В-катенин регулирует экспрессию генов 

матриксных металлопротеиназ (MMP2, MMP7, MMP9, MMP26), продукты 

которых играют роль в ремоделировании тканей, ангиогенезе, пролиферации, 

миграции, дифференцировке клеток, апоптозе [137].  

В ткани первичной опухоли НМРЛ повышение уровня β-катенина как раз 

может свидетельствовать о такой его вовлеченности в опухолевую прогрессию. В 

ткани же лимфогенных метастазов снижается содержание фракций β-катенина по 

сравнению с тканью нормальных лимфоузлов, что отражает процесс МЭП и 

свидетельствует о снижении адгезивности опухолевых клеток, пришедших для 

формирования нового опухолевого очага. 

Таким образом, полученные данные свидетельствуют о повышении уровня 

β-катенина в ткани первичной опухоли и снижении в ткани лимфогенных 

метастазов  по сравнению с неизмененной тканью, что подтверждает значимость 

β-катенина в метастазировании рака легкого. 
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3.1.5 Изменение β-катенина в зависимости от гистологического типа опухоли, 

распространенности опухолевого процесса  

 

При изучении уровня фракций β-катенина в зависимости от 

гистологического типа опухоли разницы в показателях между аденокарциномой и 

плоскоклеточным раком не выявлено (таблица 12). Полученные результаты 

показывают, что β-катенин важен для распространения опухолей обоих 

гистологических типов и является важным звеном канцерогенеза вне зависимости 

от пути возникновения опухоли.  

Далее был изучен уровень фракций β-катенина в зависимости от размера 

первичной опухоли (Т). В ткани первичной опухоли и в ткани лимфогенных 

метастазов наблюдалось снижение содержания общего β-катенина при 

двукратном увеличении его фосфорилированной фракции при увеличении 

размера с Т2N0-2M0 до Т3N0-2M0 (рисунок 7-8).  

 

Таблица 12 – Содержание общей и фосфорилированной фракций β-катенина в 

ткани первичной опухоли и лимфогенных метастазов в зависимости от 

гистологического типа опухоли 

Показатель 

Первичная опухоль 

р Аденокарцинома Плоскоклеточный рак 

n=23 n=17 

β-катенин (% к 

неизмененной ткани 

168,00 

(136,00; 218,00) 

153,00 

(115,00; 180,00) 
0,875 

Р45-β-катенин (% к 

неизмененной ткани) 

142,00 

(123,00; 143,00) 

156,00 

(114,00; 206,00) 
0,823 

Показатель 

Лимфогенные метастазы 

р Аденокарцинома Плоскоклеточный рак 

n=23 n=17 

β-катенин (% к 

неизмененной ткани 

87,00 

(62,00; 107,00) 

60,00 

(29,00; 103,00) 
0,738 

Р45-β-катенин (% к 

неизмененной ткани) 

101,00 

(47,00; 143,00) 

41,00 

(23,00; 75,00) 
0,596 

 

 



63 

 

Рисунок 7 – Содержание общей и фосфорилированной фракций β-катенина 

в ткани первичной опухоли в зависимости от Т 

 

 

Рисунок 8 – Содержание общей и фосфорилированной фракций β-катенина 

в ткани лимфогенных метастазов в зависимости от Т 
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С увеличением распространенности первичной опухоли изменяютсяи ее 

характеристики: возрастает способность к инвазии и метастазированию.  

Изменения во фракциях β-катенина при НМРЛ отражают современные 

представления об ЭМП, который происходит при опухолевой инвазии и 

метастазировании: фосфорилированная фракция β-катенина увеличивается, так 

как является следствием изменения адгезивности клеток [17]. 

Уровень фракций β-катенина в ткани первичной опухоли на стадии Т2-3N1M0 

также сначала возрастал, а затем снижался при Т2-3N2M0. В ткани лимфогенных 

метастазов изменения были аналогичны, но статистически подтверждены только 

различия между стадиями Т2-3N0M0 и Т2-3N1M0 для общей и между Т2-3N1M0 и Т2-

3N2M0 для фосфорилированной фракции β-катенина (рисунок 9-10).  

В-катенин участвует в механизмах метастазирования опухолей, усиливая 

способность клеток к миграции и инвазии. Как уже упоминалось выше, данный 

белок регулирует экспрессию генов матриксных металлопротеиназ и генов-

мишеней в фибробластах, макрофагах, мезенхимальных стволовых клетках, 

эндотелиальных клетках, чем влияет на опухолевое микроокружение [63; 137]. 

Перечисленные функции β-катенина оказывают прямое значение на опхолевую 

прогрессию и метастазирование. 

 

Рисунок 9 – Содержание общей и фосфорилированной фракций β-катенина 

в ткани первичной опухоли в зависимости от N 
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Рисунок 10 – Содержание общей и фосфорилированной фракций β-катенина 

в ткани лимфогенных метастазов в зависимости от N 

 

Полученные в нашем исследовании данные об изменении фракций β-

катенина могут говорить о том, что на начальных этапах метастазирования в 

опухоли используется канонический, β-катенин-зависимый путь для увеличения 

агрессивности [168]. В дальнейшем в опухоли происходит переключение на β-

катенин-независимые пути, которые регулируют полярность клетки, стимулируя 

реорганизацию цитоскелета [70; 118] и метаболизм кальция [99]. 

Нарушение сигнальной и адгезивной функции β-катенина выявлены также 

при раках других локализаций, но при этом опубликованные работы показывают 

разносторонюю роль и направленность изменений цитозольного и мембранного 

фракций β-катенина в механизмах опухолевой прогрессии [10]. Исследования в 

этом направлении продолжаются. 

В результате, β-катенин значимо изменялся в опухолевой ткани при НМРЛ 

во взаимосвязи со стадией опухолевого процесса, но не отличался в ткани при 

различных гистологических типах опухоли. Участие  β-катенина в опухолевой 

прогрессии НМРЛ не вызывает сомнений, однако остается открытым вопрос о 

механизмах нарушения его адгезивной и сигнальной функций. 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B0%D1%82%D0%B5%D0%BD%D0%B8%D0%BD_(%D0%B1%D0%B5%D0%BB%D0%BE%D0%BA)
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B0%D1%82%D0%B5%D0%BD%D0%B8%D0%BD_(%D0%B1%D0%B5%D0%BB%D0%BE%D0%BA)
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A1%D0%B8%D0%B3%D0%BD%D0%B0%D0%BB%D1%8C%D0%BD%D1%8B%D0%B9_%D0%BF%D1%83%D1%82%D1%8C_Wnt#cite_note-Goodrich-17
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A1%D0%B8%D0%B3%D0%BD%D0%B0%D0%BB%D1%8C%D0%BD%D1%8B%D0%B9_%D0%BF%D1%83%D1%82%D1%8C_Wnt#cite_note-Kohn-18
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3.1.6 В-катенин при проведении термохимиолучевой терапии 

 

Не исключена роль β-катенина в поддержании химиорезистентности 

опухолевых клеток, поэтому в нашей работе было оценено изменение уровня 

общей и фосфорилированной фракций β-катенина в опухолевой ткани НМРЛ и 

ткани лимфогенных метастазов при проведении ТХЛТ (рисунок 11-12).  

Также как и при изучении работы актин-связывающих белков во 

взаимосвязи с проведением ТХЛТ (глава 3.1.3), значимые изменения в 

содержании β-катенина наблюдались только в лимфогенных метастазах. 

Наблюдалось повышение общей фракции β-катенина при снижении его 

фосфорилированной формы, что говорит о стабилизации межклеточных 

контактов и торможении канонического Wnt/β-катенин-сигнального пути в 

опухолевом клоне. 

 

 

Рисунок 11 – Содержание общей и фосфорилированной фракций β-катенина 

в ткани первичной опухоли при проведении термохимиолучевой терапии  
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Рисунок 12 – Содержание общей и фосфорилированной фракций β-катенина 

в ткани лимфогенных метастазов при проведении термохимиолучевой терапии 

 

Наиболее важной для опухоли ролью Wnt/β-катенин-сигнального пути 

является его способность поддержания фенотипа опухолеинициирующих клеток 

и ЭМП, необходимых для метастазирования опухоли [25]. По-видимому, данная 

функция блокируется в клетках лимфогенных метастазов при проведении ТХЛТ. 

Снижение цитозольной фракции β-катенина возможно за счет его протеасомной 

деградации в опухолевых клетках после проведенной терапии [134; 190]. Это 

также препятствует активации Wnt/β-катенин-сигнального пути за счет 

ингибирования транслокации β-катенина в ядро. 

Таким образом, показано изменение содержания β-катенина в лимфогенных 

метастазах при проведении ТХЛТ. Вероятно, ТХЛТ приводит к стабилизации 

межклеточных контактов в опухолевых клетках лимфогенных метастазов, а также 

к разрушению избыточного цитозольного β-катенина протеолитическими 

системами клетки.  
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3.2 Система контроля качества клеточного протеома при немелкоклеточном 

раке легкого 

 

Для функционирования и адекватного биологического ответа опухолевых 

клеток на изменяющиеся условия необходимо поддерживать сохранность 

клеточного протеома, что обеспечивается работой шаперонов и энергозависимых 

протеаз [18]. Молекулярные шапероны, в число которых входят малые белки 

теплового шока, осуществляют фолдинг, рефолдинг, и мисфолдинг протеинов, 

поддерживают фунциональную активность внутриклеточных белков, а протеазы, 

представителями которых являются протеасомы и кальпаины, деградируют 

аномальные, поврежденные и выполнившие свою функцию белки или 

осуществляют частичный протеолиз для регуляции активности клеточных белков 

[22]. Практически не изучено состояние этих систем при НМРЛ. 

 

3.2.1 Протеасомы, кальпаины и HspB5 в опухолевой и неизмененной ткани 

легкого 

 

Исследование ХПА, КПА протеасом, содержания субъединиц тотального 

пула протеасом (α1α2α3α5α6α7), активности кальпаинов и экспрессии их мРНК 

(CAPN1 и CAN2), а также уровня HspB5 проведено у 60 больных НМРЛ (40 

человек без предоперационной терапии, 20 человек, которым перед оперативным 

вмешательством проводилась ТХЛТ). Изучаемые показатели оценивали в 

опухолевой и неизмененной ткани, ткани лифогенных метастазов и нормальных 

регионарных лимфоузлов; сопоставляли с основными клинико-

морфологическими параметрами (гистологический тип, стадия заболевания), а 

также оценивали влияние ТХЛТ на изменение показателей. Результаты, 

отражающие активность протеасом, кальпаинов и содержание HspB5 в 

опухолевой и неизмененной ткани больных НМРЛ представлены в таблице 13.  
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Таблица 13 – Активность протеасом, кальпаинов и содержание HspB5 в 

опухолевой, неизмененной и метастатической ткани у больных 

немелкоклеточным раком легкого 

Показатель 

Неизмененная 

ткань 

Первичная 

опухоль 

Лимфогенные 

метастазы р 

n=40 n=40 n=31 

ХПА  

 (103 Ед/мг белка) 

11,45 

(5,89; 19,50) 

41,42 

(24,73; 78,77) 

36,63 

(21,76; 56,25) 

р12<0,001; 

p13<0,001; 

p23=0,114 

КПА 

 (103 Ед/мг белка) 

14,19 

(10,16; 19,78) 

31,39 

(16,77; 63,51) 

27,42 

(11,59; 44,82) 

р12=0,038; 

p13=0,009; 

p23=0,225 

АК 

(103 Ед/мг белка) 

36,38 

(17,00; 57,19) 

87,69 

(46,97; 178,42) 

67,01 

(32,81; 161,11) 

р12=0,047; 

p13=0,010; 

p23=0,445 

HspB5 

 (пг/мл) 

400,00 

(344,00; 444,00) 

365,00 

(294,00; 403,00) 

343,00 

(297,00; 382,00) 

р12=0,294; 

p13=0,153; 

p23=0,750 

Примечание – ХПА – химотрипсинподобная активность протеасом, КПА – 

каспазаподобная активность протеасом, АК – активность кальпаинов. 

В результате проведенного исследования выявлено усиление протеасом- и 

кальпаин-зависимого протеолиза в ткани первичного опухолевого очага и ткани 

лимфогенных метастазов по сравнению с соответствующей неизмененной 

тканью. В ткани первичной опухоли ХПА и КПА протеасом была выше, чем в 

неизмененной ткани в 3,6 и 2,2 раза соответственно; в ткани лимфогенных 

метастазов – в 3,1 и 1,9 раз соответственно. АК также была выше в первичной 

опухоли в 2,4 раза и в метастатических лимфоузлах в 1,8 раз по сравнению с 

неизмененной тканью. При этом содержание малого белка теплового шока HspB5 

значительно не изменяется. 

Оценку количества протеасом в клетках измеряли по экспрессии 

субъединиц α1α2α3α5α6α7, входящих в состав ядра протеасом. Показано 

значимое снижение экспрессии данных субъединиц (на 40%) в лимфогенных 

метастазах по сравнению с неизмененной тканью. При этом в тканях первичной 

опухоли отмечено незначимое увеличение экспрессии субъединиц α1α2α3α5α6α7, 

на 10%, по сравнению с неизмененной тканью (рисунок 13).    
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Рисунок 13 – Содержание субъединиц α1α2α3α5α6α7 протеасом в ткани 

первичной опухоли и лимфогенных метастазов 

Примечание – за 100% принято содержание белка в неизмененной ткани; N 

– неизмененная ткань легкого, О – ткань первичной опухоли, М – ткань 

лимфогенных метастазов. 

 

Полученные результаты о повышении активности протеасом в 

злокачественной ткани по сравнению с неизмененной согласуются с имеющимся 

в литературе данным и по другим локализациям, таким как плоскоклеточные 

карциномы головы и шеи, рак энометрия, рак желудка, колоректальный рак и рак 

молочной железы, в то время как известно, что при раке почки и мочевого пузыря 

этот показатель снижается или не изменяется [14; 24]. Также в литературе 

имеются данные о повышении активности кальпаинов в опухолевой ткани при 

раке эндометрия, молочной железы, желудка и толстой кишки по сравнением с 

неизмененной тканью [8; 13; 29]. 

Вероятно, повышение активности протеасом и кальпаинов при НМРЛ по 

сравнению с неизмененными тканями происходит вследствие возрастающей 

интенсивности внутриклеточных процессов. Опухолевый рост сопровождается 

нарушением клеточного цикла, усилением пролиферации, ингибированием 

апоптоза [142]. Несомненно, чтобы клетке продолжать свое существование, 

необходимо усилить протеасомную систему, субстратами для протеолиза которой 
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являются белки-регуляторы клеточного цикла, рецепторы эстрогенов и 

прогестерона, компоненты системы инсулиноподобных факторов роста, многие 

транскрипционные факторы, белки pRb и p53, ингибитор NF-κB IκB, белки, 

контролирующие активность каспаз, компоненты сигнальных путей,  [58]. Также 

в опухолевой клетке происходят такие процессы как нарушение межклеточной 

адгезии, перестройка актинового цитоскелета, морфологическая трансформация и 

клеточная миграция, в которых кальпаины деградируют многие сигнальные и 

структурные белки [3; 106]. 

При возрастающей активности протеасом было отмечено незначимое 

увеличение их количества (о котором судили по экспрессии их тотального пула) в 

тканях первичной опухоли, а в ткани лимфогенных метастазов этот показатель 

снижался. Повышение активности протеасом при неизмененном или сниженном 

их содержании в тканях опухолей и метастазах, вероятно, связано с изменением 

субъединичного состава протеасом. В частности, в тканях рака молочной железы, 

эндометрия, желудка, ободочной кишки было показано повышение уровня 

регуляторных субчастиц и иммунных субъединиц, которые могут существенно 

модифицировать активность протеасом [15; 143]. 

Следует отметить, что неизменяющееся содержание белка HspB5 может 

быть связано с тем, что гиперактивация кальпаинов вызывает деградацию белков 

кристаллинов, к семейству которых относится HspB5 [111; 123]. 

В заключении можно отметить, что наблюдается повышение активности 

протеасом и кальпаинов в опухолевой ткани по сравнению с неизмененной, а 

также снижение субъединиц тотального пула протеасом в ткани лимфогенных 

метастазов по сравнению с неизмененной тканью лимфоузлов. 
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3.2.2 Протеасомы, кальпаины и HspB5 в зависимости от гистологического 

типа опухоли, распространенности опухолевого процесса 

 

Изучаемые показатели системы контроля качества клеточного протеома 

значимо не различались в опухолевой ткани  различных гистологических типов 

(таблица 14). 

Наиболее значимым фактором, определяющим прогноз заболевания и 

тактику лечения НМРЛ, является стадия заболевания, отражающая размер 

первичного новообразования (Т) и вовлеченность в опухолевый процесс 

регионарных лимфатических узлов (N). В таблице 15-16 и на рисунке 14 показано 

изменение изучаемых показателей протеасом, кальпаинов и  HspB5 в ткани 

НМРЛ в зависимости от Т. 

Значимые изменения при увеличении распространенности первичного очага 

наблюдались только в АК и экспрессии их мРНК, причем отмечалось значимое 

снижение показателей с увеличением размера первичного очага: АК на стадии 

Т3N0-2M0 снижалась по сравнению со стадией Т2N0-2M0 как в ткани опухоли (в 2,4 

раза), так и в ткани лимфогенных метастазов (в 5,1 раз); экспрессия мРНК также 

снижалась с увеличением Т (в 3,0-4,1 раз в первичной опухолевой ткани и в 2,1-

3,6 раз в ткани лимфогенных метастазов). Такое ингибирование работы 

кальпаинов может происходить в опухолях под воздействием оксидативного 

стресса в связи с окислением цистеина в их активном центре [132]. 
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Таблица 14 – Активность протеасом, кальпаинов, содержание HspB5, субъединиц 

α1α2α3α5α6α7 протеасом и экспрессия мРНК САРN1 и CAPN2 в ткани первичной 

опухоли и лимфогенных метастазов в зависимости от гистологического типа 

опухоли  

Показатель 

Первичная опухоль 

p Аденокарцинома Плоскоклеточный рак 

n=23 n=17 

ХПА 

(103 Ед/мг белка) 

26,49 

(25,18; 78,77) 

32,47 

(17,46; 42,93) 
0,822 

КПА 

(103 Ед/мг белка) 

24,44 

(21,43; 31,20) 

22,69 

(16,85; 41,60) 
0,860 

АК 

(103 Ед/мг белка) 

70,37 

(31,05; 210,07) 

99,31 

(54,81; 214,10) 
0,503 

HspB5 

(пг/мл) 

234,50 

(169,00; 320,00) 

257,00 

(214,00; 291,00) 
0,299 

α1α2α3α5α6α7 (% к 

неизмененной ткани) 

109,00 

(21,00; 137,00) 

42,00 

(29,00; 102,00) 
0,153 

САРN1 
4,61 

(1,45; 7,13) 

4,36 

(1,16; 8,40) 
0,294 

САРN2 
0,54 

(0,02; 1,03) 

0,21 

(0,00; 0,32) 
0,750 

Показатель 

Лимфогенные метастазы 

p Аденокарцинома Плоскоклеточный рак 

n=23 n=17 

ХПА 

(103 Ед/мг белка) 

36,63 

(8,79; 42,88) 

20,08 

(9,69; 61,91) 
0,875 

КПА 

(103 Ед/мг белка) 

13,48 

(10,59; 29,09) 

17,47 

(9,52; 37,07) 
0,823 

АК 

(103 Ед/мг белка) 

73,12 

(24,09; 97,01) 

92,17 

(76,59; 154,28) 
0,911 

HspB5 

(пг/мл) 

243,00 

(191,00; 321,00) 

255,00 

(216,50; 279,50) 
0,596 

α1α2α3α5α6α7 (% к 

неизмененной ткани) 

55,00 

(36,00; 128,00) 

50,00 

(25,00; 79,00) 
0,738 

САРN1 
0,36 

(0,03; 1,04) 

0,50 

(0,01; 0,60) 
0,983 

САРN2 
0,41 

(0,05; 1,16) 

0,49 

(0,20; 1,50) 
0,962 

Примечание – ХПА – химотрипсинподобная активность протеасом, КПА – 

каспазаподобная активность протеасом, АК – активность кальпаинов. 
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Таблица 15 – Активность протеасом, кальпаинов и содержание HspB5 в ткани 

первичной опухоли и лимфогенных метастазов в зависимости от Т 

Показатель 

Первичная опухоль 

p Т2N0-2M0 Т3N0-2M0 

n=23 n=17 

ХПА 

(103 Ед/мг белка) 

44,44 

(34,44; 55,52) 

41,42 

(25,68; 77,57) 
0,689 

КПА 

(103 Ед/мг белка) 

22,69 

(15,46; 40,82) 

31,20 

(22,77; 70,41) 
0,749 

АК 

(103 Ед/мг белка) 

113,25 

(69,66; 194,57) 

46,97 

(36,06; 87,70) 
0,022 

HspB5 

(пг/мл) 

280,50 

(174,50; 357,00) 

248,00 

(204,00; 268,00) 
0,343 

Показатель 

Лимфогенные метастазы 

p Т2N0-2M0 Т3N0-2M0 

n=23 n=17 

ХПА 

(103 Ед/мг белка) 

20,08 

(11,76; 62,11) 

36,63 

(7,39; 42,27) 
0,177 

КПА 

(103 Ед/мг белка) 

19,94 

(10,59; 75,96) 

27,30 

(11,34; 39,44) 
0,452 

АК 

(103 Ед/мг белка) 

168,75 

(67,01; 237,50) 

33,12 

(21,33; 76,59) 
0,007 

HspB5 

(пг/мл) 

241,00 

(184,00; 276,50) 

251,00 

(201,00; 314,00) 
0,460 

Примечание – ХПА – химотрипсинподобная активность протеасом, КПА – 

каспазаподобная активность протеасом, АК – активность кальпаинов. 

 

 
Рисунок 14 – Содержание субъединиц α1α2α3α5α6α7 в ткани первичной 

опухоли и лимфогенных метастазов в зависимости от Т 
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Таблица 16 – Экспрессия мРНК САРN1 и CAPN2 в ткани первичной опухоли и 

лимфогенных метастазов в зависимости от Т 

Показатель 

Первичная опухоль 

р Т2N0-2M0 Т3N0-2M0 

n=23 n=17 

САРN1 
24,57 

(21,09; 27,05) 

8,17 

(8,15; 11,99) 
<0,001 

САРN2 
28,80 

(20,67; 31,93) 

7,03 

(4,40; 7,70) 
<0,001 

Показатель 

Лимфогенные метастазы 

р Т2N0-2M0 Т3N0-2M0 

n=23 n=17 

САРN1 
22,66 

(20,01; 23,96) 

11,00 

(0,56; 1,90) 
0,015 

САРN2 
39,79 

(35,64; 40,94) 

10,98 

(10,90; 15,90) 
0,005 

 

При анализе особенностей изменения ХПА, КПА протеасом и АК, а также 

содержания HspB5 при НМРЛ в зависимости от распространенности опухолевого 

процесса на регионарные лимфоузлы выявлено нелинейное изменение ХПА и 

КПА в тканях первичных опухолей. При Т2-3N1M0 снижались ХПА и КПА по 

сравнению с первичными опухолями стадии Т2-3N0M0, при Т2-3N2M0 наблюдалось 

повышение активностей протеасом, в частности,  КПА протеасом резко 

возрастала (р<0,01), а ХПА протеасом имела тенденцию к возрастанию (р<0,1) 

(таблица 17). Содержание тотального пула протеасом в ткани первичной опухоли 

при метастазировании рака легкого значимо снижалось только на стадии Т2-3N2M0 

по сравнению с первичными опухолями стадии Т2-3N1M0 (рисунок 15).  

В ткани лимфогенных метастазов наблюдались изменения активности 

протеасом, схожие с первичными опухолями. При этом экспрессия субъединиц 

α1α2α3α5α6α7 сначала увеличивалась в 3 раза при появлении опухолевого 

процесса в лимфогенных метастазах (Т2-3N1M0), а затем в 2 раза снижалась при Т2-

3N2M0 (рисунок 15, таблица 18). Разнонаправленное изменение активности и 

уровня протеасом можно объяснить действием их регуляторных субъединиц Rpt6, 

Pa28β [4], которые также могут изменяться в ответ на лимфогенное 
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метастазирование [14]. Подобные волнообразные изменения активности 

протеасом также встречались в тканях рака молочной железы [29]. В то же время 

содержание HspB5, АК и экспрессия мРНК CAPN1 и CAPN2 значимо не 

изменялась в опухолевых тканях при лимфогенном метастазировании (таблица 

17-18). 

 

Таблица 17 – Активность протеасом, кальпаинов и содержание HspB5 в ткани 

первичной опухоли и лимфогенных метастазов в зависимости от N 

Показатель 

Первичная опухоль 

р Т2-3N0M0 Т2-3N1M0 Т2-3N2M0 

n=9 n=22 n=9 

ХПА 

(103 Ед/мг белка) 

50,22 

(44,44; 55,52) 

26,49 

(9,92; 32,22) 

41,42 

(32,47; 100,00) 

р12=0,045; 

p13=0,154; 

p23=0,034 

КПА 

(103 Ед/мг белка) 

50,53 

(47,70; 54,79) 

23,40 

(18,07; 40,82) 

57,45 

(47,81; 62,98) 

р12=0,027; 

p13=0,729; 

p23=0,012 

АК 

(103 Ед/мг белка) 

61,96 

(32,98; 94,57) 

99,31 

(69,66; 110,07) 

46,97 

(31,02; 102,66) 

р12=0,547; 

p13=0,770; 

p23=0,145 

HspB5 

(пг/мл) 

275,50 

(221,00; 350,00) 

245,00 

(187,00; 306,00) 

291,00 

(265,00; 303,00) 

р12=0,334; 

p13=0,754; 

p23=0,750 

Показатель 

Лимфогенные метастазы 

р Т2-3N0M0 Т2-3N1M0 Т2-3N2M0 

n=9 n=22 n=9 

ХПА 

(103 Ед/мг белка) 

42,88 

(41,67; 45,00) 

20,08 

(8,45; 39,15) 

47,60 

(38,79; 53,15) 

р12=0,035; 

p13=0,541; 

p23=0,034 

КПА 

(103 Ед/мг белка) 

47,12 

(37,23; 71,32) 

15,08 

(7,35; 28,87) 

37,74 

(30,39; 41,98) 

р12=0,029; 

p13=0,559; 

p23=0,032 

АК 

(103 Ед/мг белка) 

45,84 

(37,24; 146,04) 

92,17 

(25,85; 187,60) 

39,44 

(31,98; 76,59) 

р12=0,098; 

p13=0,710; 

p23=0,056 

HspB5 

(пг/мл) 

198,00 

(105,00; 288,00) 

261,00 

(215,00; 294,50) 

222,00 

(211,00; 271,00) 

р12=0,774; 

p13=0,853; 

p23=0,880 

Примечание – ХПА – химотрипсинподобная активность протеасом, КПА – 

каспазаподобная активность протеасом, АК – активность кальпаинов. 
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Рисунок 15 – Содержание субъединиц α1α2α3α5α6α7 в ткани первичной 

опухоли и лимфогенных метастазов в зависимости от N 

 

Таблица 18 – Экспрессия мРНК САРN1 и CAPN2 в ткани первичной опухоли и 

лимфогенных метастазов в зависимости от N 

Показатель 

Первичная опухоль 

р Т2-3N0M0 Т2-3N1M0 Т2-3N2M0 

n=9 n=22 n=9 

САРN1 
6,70 

(1,36; 7,00) 

6,78 

(2,72; 11,85) 

4,13 

(0,70; 5,90) 

р12=0,921; 

p13=0,642; 

p23=0,223 

CAPN2 
7,79 

(1,00; 12,05) 

4,80 

(4,30; 8,95) 

5,55 

(5,54; 6,60) 

р12=0,150; 

p13=0,223; 

p23=0,111 

Показатель 

Регионарные лимфоузлы 

р Т2-3N0M0 Т2-3N1M0 Т2-3N2M0 

n=9 n=22 n=9 

САРN1 
16,16 

(9,06; 20,29) 

8,95 

(7,30; 9,90) 

8,58 

(4,57; 8,85) 

р12=0,115; 

p13=0,114; 

p23=0,991 

CAPN2 
10,16 

(2,40; 30,85) 

12,91 

(10,65; 22,30) 

10,99 

(5,40; 33,90) 

р12=0,773; 

p13=0,562; 

p23=0,653 
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Подытоживая вышесказанное, при увеличении размеров первичной опухоли 

и лимфогенном метастазировании в тканях первичных опухолей и лимфогенных 

метастазов НМРЛ протеасомная и кальпаиновая протеолитические системы 

претерпевают изменения. При увеличении размера опухоли отмечено 

ингибирование кальпаиновой системы, что, вероятно, связано с влиянием 

оксидативного стресса на работу протеолитической системы. Также обращает на 

себя внимание нелинейное изменение активностей протеасом и их тотального 

пула (α1α2α3α5α6α7) в тканях первичной опухоли и метастазов при лимфогенном 

метастазировании. 

 

3.2.3 Протеасомы, кальпаины и HspB5 при проведении термохимиолучевой 

терапии 

 

Изучение представителей системы контроля качества клеточного протеома 

при проведении ТХЛТ необходимо, т.к. изменения в этих системах могут быть, 

как ассоциированы с резистентностью к лечению [69; 153], так и для возможности 

использования показателей этих систем в качестве маркеров оценки прогноза 

течения НМРЛ. Активность протеасом, кальпаинов, уровень HspB5, субъединиц 

α1α2α3α5α6α7 и экспрессия мРНК кальпаинов в ткани НМРЛ при проведении 

ТХЛТ представлены в таблице 19-20, на рисунке 16. 

Система контроля качества клеточного протеома в ткани лимфогенных 

метастазов оказалась чувствительнее к проведению терапии: отмечалось 

повышение активности протеасом, их субъединиц тотального пула, АК и уровня 

HspB5 в ответ на проведение ТХЛТ. По всей видимости,  в клетках возникает 

необходимость утилизации разрушенных химиотерапией белков, в связи с чем, 

активизируются протеолитические системы клетки. В тоже время, увеличивается 

содержание малого белка теплового шока HspB5, что отражает попытки клеток 

метастатических лимфоузлов сохранить целостность разрушаемых белков.  
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Таблица 19 – Активность протеасом, кальпаинов и содержание HspB5 в ткани 

первичной опухоли и лимфогенных метастазов при проведении 

термохимиолучевой терапии 

Показатель 

Первичная опухоль 

p ТХЛТ- ТХЛТ+ 

n=40 n=20 

ХПА 

(103 Ед/мг белка) 

51,70 

(26,12; 105,05) 

73,38 

(37,11; 215,42) 
0,558 

КПА 

(103 Ед/мг белка) 

37,91 

(20,76; 81,65) 

80,34 

(12,88; 122,83) 
0,617 

АК 

(103 Ед/мг белка) 

119,64 

(46,40; 312,62) 

226,02 

(98,75; 364,41) 
0,770 

HspB5 

(пг/мл) 

252,50 

(181,50; 297,50) 

228,00 

(184,00; 275,00) 
0,343 

Показатель 

Лимфогенные метастазы 

p ТХЛТ- ТХЛТ+ 

n=40 n=20 

ХПА 

(103 Ед/мг белка) 

39,63 

(18,33; 63,15) 

104,44 

(99,24; 319,17) 
0,002 

КПА 

(103 Ед/мг белка) 

32,60 

(12,70; 57,14) 

101,62 

(87,64; 208,75) 
0,009 

АК 

(103 Ед/мг белка) 

89,60 

(33,12; 108,75) 

279,81 

(144,25; 349,51) 
0,045 

HspB5 

(пг/мл) 

247,00 

(197,00; 288,00) 

377,00 

(255,00; 391,00) 
0,034 

Примечание – ХПА – химотрипсинподобная активность протеасом, КПА – 

каспазаподобная активность протеасом, АК – активность кальпаинов. 

 
Рисунок 16 – Содержание субъединиц α1α2α3α5α6α7 в ткани первичной 

опухоли и лимфогенных метастазов при проведении термохимиолучевой терапии 
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Таблица 20 – Экспрессия мРНК САРN1 и CAPN2 в ткани первичной опухоли и 

лимфогенных метастазов при проведении термохимиолучевой терапии 

Показатель 

Первичная опухоль 

р ТХЛТ- ТХЛТ+ 

n=40 n=20 

САРN1 
4,48 

(2,30; 7,93) 

4,83 

(3,40; 9,65) 
0,932 

CAPN2 
0,30 

(0,30; 1,80) 

1,03 

(0,10; 2,20) 
0,083 

Показатель 

Лимфогенные метастазы 

р ТХЛТ- ТХЛТ+ 

n=40 n=20 

САРN1 
1,16 

(0,01; 1,40) 

1,31 

(0,20; 1,80) 
0,121 

CAPN2 
0,50 

(0,20; 1,20) 

1,05 

(1,01; 2,20) 
0,427 

 

В отличие от белков теплового шока (которые всегда активизируются в 

ответ на стресс) протеолитические системы в зависимости от проводимого 

лечения и локализации злокачественного процесса могут реагировать по-разному. 

Так, при неоадъювантной химиолучевой терапии пациентов с раком прямой 

кишки снижалась ХПА, а также содержание тотального пула протеасом и их 

иммунных субъединиц по сравнению с нелечеными пациентами [1]. При этом в 

тканях сарком наблюдалось повышение активности протеасом, содержания их 

иммунных и регуляторных субъединиц при химиотерапии доксорубицином [49]. 

В связи с этим, авторы предлагают использовать показатели протеасомной и 

протеолитической систем для оценки прогноза течения раковых заболеваний [1; 

49; 153]. 

Таким образом, показано изменение ХПА, КПА, АК, уровня субъединиц 

α1α2α3α5α6α7 и HspB5 в ткани лимфогенных метастазов при проведении ТХЛТ. 

Такие изменения отражают участие системы контроля качества клеточного 

протеома в стрессовых условиях для опухолевых клеток при ТХЛТ. 
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3.3 Регуляция белков клеточной подвижности системой контроля качества 

клеточного протеома 

 

Клетка является целостной саморегулирующейся биологической системой, 

которая имеет сложные внутренние структурные и функциональные взаимосвязи 

между своими компонентами и способна поддерживать процессы 

жизнедеятельности и взаимосвязь с окружающей средой. Опухолевая клетка 

также сохраняет свою целостность, но приобретает способность к 

неограниченному росту и делению, а также может терять или приобретать новые 

регуляторные компоненты. Для более полного представления о внутреклеточных 

процессах в опухоли необходимо подробное изучение таких взаимосвязий и 

регуляций с целью более детального понимания патологического процесса, а 

также возможностью повлиять на регуляторные пути для лечения онкологических 

пациентов.  

На основании корреляционного анализа и линейной регрессии показаны 

взаимосвязи и влияния изучаемых белков клеточной подвижности и компонентов 

системы контроля качества клеточного протеома в ткани НМРЛ (рисунок 17). 

Выявлены корреляционные взаимосвязи между показателями системы 

контроля клеточного протеома: ХПА и КПА протеасом положительно 

взаимосвязаны между собой (R=0,7, p<0,05), АК имеет положительную 

корреляцию с КПА протеасом (R=0,6, p<0,05), а также отрицательную 

корреляцию с малым белком теплового шока HspB5 (R=-0,5, p<0,05); все 

взаимосвязи имеют среднюю силу. 
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Рисунок 17 – Корреляционные и регрессионные связи компонентов системы 

контроля качества клеточного протеома и белков клеточной подвижности в ткани 

первичной опухоли 

Примечание – R – коэффициент корреляции Спирмена, В – коэффициент в 

уравнении линейной регрессии. 

 

Белки клеточной подвижности также работают взаимосвязано: отмечены 

положительные корреляционные связи между содержанием САР1 и кофилина 

(R=0,5, p<0,05), а также наблюдается достаточно сильная коэкспрессия их генов 

(R=0,8, p<0,05); имеются положительные корреляции между общей и 

фосфорилиррованной фракцией β-катенина (R=0,6, p<0,05). 

Методом линейной регрессии показано возможное регуляторное влияние 

белков клеточной подвижности системой контроля клеточного протеома в тканях 

НМРЛ. Так, в протеолизе фракций β-катенина принимает участие КПА протеасом 

(ВР45-βкатенин=-6,1, p<0,05; Вβкатенин=-1,3). ХПА протеасом деградирует актин-

связывающие белки САР1 (В=-9,6, p<0,05) и кофилин (В=-5,6, p<0,05), а АК 
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участвует в деградации кофилина (В=-7,1, p<0,05), а также оказывает 

ингибирующее влияние на белок теплового шока HspB5 (В=-0,3, p<0,05).  

Некоторые полученные нами данные имеют созвучные работы и в мировой 

литературе. На клеточных культурах 293T и HeLa подтверждена деградация 

протеасомами кофилина после его фосфорилирования [186]. Также показано, что 

β-катенин такой посттрансляционной модификации как убиквитилирование [179], 

в связи с чем некоторые авторы также предполагают регуляцию и утилизацию β-

катенина протеасомной системой [134; 174; 191]. Кроме того, показано, что 

HspB5 взаимодействует с кальпаинами для предотвращения деградации белков 

кальпаинами [37]. 

В итоге, можно сделать вывод о достаточно тесных взаимодействях внутри 

системы контроля качества клеточного протеома и белков клеточной 

подвижности. Также показано, что протеасомная и кальпаиновая системы 

ответственны за деградацию белков САР1, кофилина и β-катенина в опухолевой 

ткани НМРЛ. Данные результаты исследования могут быть использованы для 

поиска новых патогенетически обоснованных молекулярных маркеров прогноза 

течения, выявления риска метастазирования НМРЛ, а также для поиска новых 

противоопухолевых препаратов. 

 

3.4 Связь белков клеточной подвижности и системы контроля качества 

клеточного протеома  с безрецидивной, безметастатической и общей 2-х 

летней выживаемостью больных немелкоклеточным раком легкого 

 

Прогнозирование исходов онкологического заболевания является важной 

задачей в практической онкологии. Склонность к раннему метастазированию 

НМРЛ во многом определяет его неблагоприятный прогноз. Был проведен анализ 

прогностической значимости активности протеасом, кальпаинов, уровня белков 

САР1, кофилина и β-катенина при НМРЛ с помощью теста Гехана-Вилкоксона и 

log рангового критерия для оценки безрецидивной, безметастатической и общей 

выживаемости. В качестве порогового значения для разделения больных на 
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подгруппы служили медианы показателей. Показатели выживаемости оценивали с 

помощью построения кривых выживаемости по методу Каплана-Майера. 

Двухлетние результаты прослежены у 35 из 40 пациентов из группы без 

ТХЛТ и у 20 из 20 пациентов с ТХЛТ. В группе без ТХЛТ живы 28 (80%) 

пациентов; у 5 (14%) пациентов в течение 2-летнего периода наблюдалось 

рецидивирование, и у 5 (14%)  - прогрессирование процесса в виде развития 

гематогенных метастазов. В группе с ТХЛТ живы все 20 (100%) пациентов, из 

них у 2 (10%) наблюдался рецидив и у 1 (5%) – отдаленный метастаз.  

Прогностическая значимость изучаемых показателей была оценена для 

пациентов обеих групп, но достоверные результаты были получены только в 

отношении группы без ТХЛТ. В таблице 21 представлены результаты 

однофакторного анализа прогностических параметров у больных НМРЛ без 

ТХЛТ. 

Как следует из таблицы 21, наибольшую информативную ценность для  

общей выживаемости больных имели показатели активности и содержания 

протеасом. Проведенный анализ показал, что ХПА выше 41,42*103 Ед/мг белка и 

КПА выше 31,39*103 Ед/мг белка в ткани опухоли является неблагоприятным 

прогностическим признаком 2-летней общей выживаемости (рисунок 18-19).  

При изучении прогностической значимости изучаемых показателей в оценке 

безметастатической выживаемости больных НМРЛ было выявлено, что она 

зависела от уровня САР1 в ткани опухоли. Лучшая безметастатическая 

выживаемость наблюдалась при уровне САР1 менее 834,00 пг/мл (рисунок 20).  
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Таблица 21 - Однофакторный анализ прогностических параметров у больных 

немелкоклеточным раком легкого без термохимиолучевой терапии 

Показатель 

Выживаемость, р 

безреци-

дивная 

безметаста-

тическая 
общая 

Система 

контроля 

качества 

клеточного 

протеома 

ХПА 

(103 Ед/мг белка) 
Ме=41,42 0,078 0,251 0,005 

КПА 

(103 Ед/мг белка) 
Ме=31,39 0,552 0,950 0,053 

АК 

(103 Ед/мг белка) 
Ме=87,69 0,874 0,429 0,317 

HspB5 

(пг/мл) 
Ме=365,00 0,069 0,631 0,193 

α1α2α3α5α6α7 

(% к неизмененной 

ткани) 

Ме=110,00 0,834 0,142 0,136 

САРN1 Ме=4,48 0,613 0,574 0,088 

CАPN2 Ме=0,30 0,678 0,853 0,560 

Белки 

клеточной 

подвижности 

САР1 

(пг/мл) 
Ме=759,00 0,481 0,017 0,363 

САР1 Ме=3,05    

Кофилин 

(% к неизмененной 

ткани) 

Ме=174,00 0,063 0,293 0,606 

CFL Ме=2,00    

β-катенин 

(% к неизмененной 

ткани 

Ме=175,00 0,077 0,637 0,432 

Р45-β-катенин 

(% к неизмененной 

ткани) 

Ме=133,00 0,177 0,318 0,370 
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Рисунок 18 – Показатели 2-летней общей выживаемости в зависимости от 

химотрипсинподобной активности протеасом в тканях первичной опухоли 

 

 

Рисунок 19 – Показатели 2-летней общей выживаемости в зависимости от 

каспазаподобной активности протеасом в тканях первичной опухоли 
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Рисунок 20 – Показатели 2-летней безметастатической выживаемости в 

зависимости от уровня САР1 в тканях первичной опухоли 

 

Связь безрецидивной выживаемости больных НМРЛ с пороговыми 

уровнями изучаемых показателей не обнаружена. 

Был оценен вклад САР1 в развитие отдаленных метастазов, а ХПА и КПА в 

развитие неблагоприятного исхода при НМРЛ ROC-анализом (рисунок 21). Из 

рисунка видно, что САР1 является достаточно сильным предиктором для 

предсказания риска отдаленного метастазирования для пациентов НМРЛ после 

операции (AUC=0,953±0.048, p=0,003, 95%ДИ=0,859-1,000; чувствительность 

80%, специфичность 96%). ХПА и КПА протеасом являются предикторами 

средней силы в отношении предсказания неблагоприятного исхода у больных 

НМРЛ (AUC=0,734±0.044, p=0,037, 95%ДИ=0,665-0,983; чувствительность 80%, 

специфичность 90% и AUC=0,755±0.052, p=0,005, 95%ДИ=0,701-1,000; 

чувствительность 83%, специфичность 88%, соответственно). 
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Рисунок 21 – ROC-кривые для определения оценки качества бинарной 

классификации САР1 в отношении равития отдаленных метастазов и активности 

протеасом в отношении равития неблагоприятного исхода у больных 

немелкоклеточным раком легкого 

 

Таким образом, уровни ХПА, КПА протеасом и уровень САР1 являются 

прогностическими факторами для оценки общей и безметастатической 

выживаемости больных НМРЛ. Уровень САР1 в ткани первичной опухоли может 

быть предложен как дополнительный маркер развития отдаленных метастазов, 

ХПА и КПА протеасом – как дополнительные маркеры неблагоприятного исхода у 

больных НМРЛ. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Рак легкого занимает ведущее место по заболеваемости и смертности среди 

онкологической патологии в России и мире [19; 165]. Высокая агрессивность 

НМРЛ связана с его быстрым метастазированием, поэтому актуальным является 

изучение механизмов развития и метастазирования опухолей данной локализации 

как для понимания закономерностей изменения клеточных процессов при 

распространении опухолей, так и для разработки методов прогноза 

метастазирования и подбора тактики лечения. 

Значимыми процессами, определяющими метастатический потенциал 

опухолевых клеток, являются нарушение адгезивных свойств и способность к 

активному перемещению в экстраклеточном матриксе, важную роль в которых 

играет реорганизация актинового цитоскелета [3]. Во многом ответственными за 

данные процессы в клетке являются актин-связывающие белки, к числу которых 

относятся САР1 и кофилин, а также белок, находящийся в комплексе с 

молекулами межклеточной адгезии – β-катенин. В настоящее время мало 

представлено работ по изучению данных белков при НМРЛ на клиническом 

материале; не достаточно изучена возможная регуляция данных белков при 

метастазировании НМРЛ. За регуляцию белков в клетке отвечает система 

контроля качества клеточного протеома, включающая белки-шапероны, среди 

которых мало изученным при НМРЛ является HspB5 (αB-кристаллин), и 

протеазы, которые представлены главным образом протеасомами и кальпаинами 

[18; 21]. Эти системы взаимодействуют друг с другом и образуют сеть, 

обеспечивая полный или частичный протеолиз белков в норме и при патологии 

[18; 21; 136]. 

В работе было проведено исследование уровня актин-связывающих белков 

САР, кофилина и их мРНК, содержание общей и фосфорилированной фракций β-

катенина, показателей протеасомной, кальпаиновой систем, а также уровня HspB5 

в опухолевой и неизмененной ткани больных НМРЛ. Показана роль данных 

белков клеточной подвижности и представителей системы контроля клеточного 
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протеома в прогрессии НМРЛ, а также регуляция САР1, кофилина и β-катенина 

протеасомной и кальпаиновой системами в ткани опухоли, что доказывает их 

участие в развитии и прогрессировании НМРЛ. 

При НМРЛ в ткани наблюдается увеличение количества белков клеточной 

подвижности САР1, кофилина и β-катенина, а также повышение показателей 

протеолитических систем в сравнении с неизмененной тканью легкого. САР1 и 

кофилин являются актиндеполимеризующими белками и играют важную роль в 

процессах пролиферации, клеточного движения и транспорта, что объясняет их 

увеличение в опухолях по сравнению с нормальной тканью. Также увеличивается 

и содержание белка межклеточных контактов β-катенина, для которого доказано 

активное участие в выживании опухолевых клеток [146; 167]. Таким образом, 

увеличение белков клеточной подвижности в опухоли по сравнению с 

неизмененной тканью может свидетельствовать не только об инвазии опухолевых 

клеток, но и об активном делении и процессах выживания. В тоже время в 

опухоли наблюдается повышение активности протеолитических систем клетки, 

протеасом и кальпаинов. Вероятно, повышение активности протеасом и 

кальпаинов при НМРЛ по сравнению с неизмененными тканями происходит 

вследствие возрастающей интенсивности внутриклеточных процессов. Субстраты 

для этих протеолитических систем многочисленны, среди них: белки-регуляторы 

клеточного цикла, компоненты системы инсулиноподобных факторов роста, 

многие транскрипционные факторы, белки pRb и p53, ингибитор NF-κB IκB, 

белки, контролирующие активность каспаз, компоненты сигнальных путей  [58], а 

также различные структурные белки, к числу которых относятся САР1, кофилин 

и β-катенин [106].  

При анализе связи белков клеточной подвижности и компонентов системы 

контроля клеточного протеома с гистологическим типом НМРЛ, достоверных 

отличий выявлено не было. Полученные результаты позволяют предположить, 

что изучаемые белки являются важным звеном канцерогенеза вне зависимости от 

пути возникновения опухоли.  
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Тем не менее, при изменении другого важного клинико-морфологического 

параметра опухоли – размера первичного очага (Т), изучаемые показатели 

претерпевали определенные изменения. Отмечалось повышение уровня САР1 и 

его мРНК в ткани первичной опухоли и ткани лимфогенных метастазов с 

увеличением ее размера с Т2N0-2M0 до Т3N0-2M0. Уровень мРНК кофилина также 

увеличивался с ростом опухоли, но уровень белка в той же ткани на стадии Т3N0-

2M0 резко снижается в 3 раза по сравнению со стадией Т2N0-2M0. Вполне 

возможно, что в опухолевой клетке активизируются механизмы 

посттрансляционной модификации кофилина, которые снижают его уровень. На 

последних этапах нашей работы, при выяснении взаимосвязей между белками 

клеточной подвижности и протеолитическими системами как раз и было 

показано, что кофилин может подвергаться деградации и модуляции ХПА 

протеасом и активностью кальпаинов. С ростом опухоли и в ткани первичной 

опухоли, и в ткани лимфогенных метастазов наблюдалось снижение содержания 

общего β-катенина при двукратном увеличении его фосфорилированной фракции. 

Полученные результаты отражают современные представления об ЭМП, который 

происходит при опухолевой инвазии и метастазировании: фосфорилированная 

фракция β-катенина увеличивается, так как является свидетелем изменения 

адгезивности клеток [17]. При увеличении распространенности первичного очага 

также было отмечено ингибирование показателей кальпаиновой системы, а 

именно ее активности и экспрессии мРНК 1 и 2 кальпаинов. Такое угнетение 

возможно в опухолях под воздействием оксидативного стресса в связи с 

окислением цистеина в активном центре кальпаинов [132]. 

При метастазировании опухоли в регионарные лимфоузлы наблюдались 

нелинейные изменения изучаемых показателей. При Т2-3N1M0 в ткани первичной 

опухоли наблюдалось повышение уровня экспрессии мРНК и содержания актин-

связывающих белков САР1 и кофилина, а также содержания белка межклеточных 

контактов β-катенина по сравнению с первичными опухолями Т2-3N0M0; а затем, 

при Т2-3N2M0 содержание кофилина и фракций β-катенина снижались. 

Протеосомная же система клетки демонстрировала обратные изменения: при Т2-
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3N1M0 снижались ХПА и КПА протеасом, а при Т2-3N2M0 активности резко 

возрастали, при значимом снижении содержания их тотального пула. 

Общеизвестно, что актин-связывающие белки и белки межклеточных контактов 

регулируют инвазию и метастазирование в опухолевых клетках, регулируя 

структуру и функцию актинового цитоскелета, а также влияя на опухолевое 

микроокружение. Поэтому логично, что лимфогенное метастазирование 

злокачественных опухолей сопровождается значительными изменениями в работе 

изучаемых белков клеточной подвижности. Разнонаправленное изменение 

активности протеасом можно объяснить действием их регуляторных субъединиц 

Rpt6, Pa28β [4], которые также могут изменяться в процессе лимфогенного 

метастазирования [14]. Подобные волнообразные изменения активности 

протеасом также встречались в тканях рака молочной железы [29]. 

Несмотря на совершенствование хирургических методов лечения, 

применение неоадъювантного и адъювантного вариантов лечения все еще 

существуют большие трудности в значимом улучшении выживаемости при 

НМРЛ. Эффективность терапии НМРЛ ограничивается лекарственной 

устойчивостью раковых клеток. Это явление может объясняться различными 

молекулярно-генетическими механизмами, использующимеся опухолевой 

клеткой. Не исключена роль изучаемых белков в поддержании 

химиорезистентности опухолевых клеток, поэтому в нашей работе были оценены 

белки клеточной подвижности и компоненты системы контроля клеточного 

протеома при проведении ТХЛТ. Все значимые изменения в отношении 

изучаемых показателей происходили в лимфогенных метастазах. Повышалась 

общая фракция β-катенина при снижении его фосфорилированной формы в 

лимфатических узлах при проведении ТХЛТ, что говорит о стабилизации 

межклеточных контактов и торможении канонического Wnt/β-катенин-

сигнального пути в опухолевом клоне. Кроме того, наблюдалось снижение уровня 

САР1 на фоне повышения количества его мРНК при проведении ТХЛТ в 

лимфогенных метастазах. При этом активность протеасом и кальпаинов в ткани 

лимфогенных метастазов возрастала в ответ на проведение ТХЛТ. По всей 
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видимости, в клетках возникает необходимость утилизации разрушенных 

химиотерапией белков, в связи с чем, активизируются протеолитические системы 

клетки. Что касается малого белка теплового шока HspB5, то были 

зарегистрированы его значимые изменения только в ответ на ТХЛТ. Это 

раскрывает его работу при НМРЛ как истинного белка теплового шока, который в 

ответ на повреждающий фактор увеличивается в концентрации и функционирует 

как шаперон. 

Учитывая, что объективный клинический ответ на ТХЛТ наблюдался у 90% 

пациентов, полученные результаты в дальнейшем могут послужить основой для 

разработки новых критериев для назначения ТХЛТ.  К числу кандидатных 

показателей для предсказания эффективности ТХЛТ можно отнести активность 

протеасом, активность кальпаинов, содержание в опхолях HspB5, САР1, 

кофилина и β-катенина (рисунок 22). 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 22 – Вклад белков клеточной подвижности и компонентов системы 

контроля качества клеточного протеома в чувствительность к термохимиолучевой 

терапии. 

 

Снижение количества и САР1 и фосфорилированного β-катенина возможно 

за счет его протеасомной деградации в опухолевых клетках после проведенной 

терапии, что и было показано нами далее. Методами корреляционного анализа и 

линейной регрессии в данной работе было показано, что ХПА протеасом 

участвует в деградации САР1, КПА протеасом – может регулировать содержание 

β-катенина в клетке. 
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Прогнозирование исходов онкологического заболевания является важной 

задачей в практической онкологии. Склонность к раннему метастазированию 

НМРЛ во многом определяет его неблагоприятный прогноз. Поэтому изучаемые 

показатели были также изучены в отношении исходов 2-летней общей, 

безрецидивной и безметастатической выживаемости. Резюмируя полученные 

данные, уровень САР1 в ткани первичной опухоли может быть предложен как 

дополнительный маркер развития отдаленных метастазов (чувствительность 80%, 

специфичность 96%), а ХПА и КПА протеасом – как дополнительные маркеры 

неблагоприятного исхода у больных НМРЛ после операции (чувствительность 

80% и 83% соответственно, специфичность 90% и 88% соответственно). 

По итогам проведенного исследования разработана схема, отражающая 

патогенетическую роль изученных показателей в прогрессировании НМРЛ 

(рисунок 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 23 – Вклад белков клеточной подвижности и компонентов системы 

контроля качества клеточного протеома в прогрессирование НМРЛ. 
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Исходя из совокупности эмпирических знаний и полученных в работе 

данных, можно утверждать, что белки клеточной подвижности и система 

контроля качества клеточного протеома играют важную роль в патогенезе НМРЛ, 

обуславливая его рост и метастазирование. Вовлеченность протеолитических 

систем в прогрессирование заболевания, по-видимому, связано с регуляцией ими 

различных белков, в том числе и белков, ассоциированных с клеточной 

подвижностью, в частности, САР1, кофилина и фракций β-катенина. Кроме того, 

САР1 и активность протеасом оказывают влияние на характер течения и прогноз 

заболевания, что позволило выделить дополнительные информативные критерии 

прогноза выживаемости и риска метастазирования у больных НМРЛ. 
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ВЫВОДЫ 

 

1. В опухолевой ткани НМРЛ выявлено увеличение содержания САР1 в 

1,2 раза, кофилина в 1,7 раз, фракций β-катенина в 1,3-1,8 раз, а также 

активностей протеасом и кальпаинов в 2,2-3,6 раз по сравнению с неизмененной 

тканью легкого (p<0,05).  

2. У больных НМРЛ с Т3N0-2M0 отмечается повышение в 1,6 раз 

содержания САР1 и снижение в 3 раза содержания кофилина при увеличении 

экспрессии их мРНК в 4,4 и 3,3 раза соответственно в ткани первичной опухоли; 

повышение в 1,8 раз фосфорилированной фракции в-катенина на фоне снижения в 

2,2 раза его общей фракции и снижение активности кальпаинов в 2,5-5,0 раз 

относительно показателей больных с Т2N0-2M0 (p<0,05).  

3. Выявлено повышение уровня САР1 и его мРНК; нелинейное 

изменение содержания кофилина, экспрессии его мРНК, содержания фракций β-

катенина и активности протеасом в опухолевой ткани НМРЛ при поражении 

регионарных лимфоузлов с уровня Т2-3N0M0 до Т2-3N2M0.  

4. Показано, что белки клеточной подвижности и внутриклеточные 

протеазы подвержены воздействию ТХЛТ в регионарных лимфоузлах: выявлено 

снижение в 1,4 раза содержания САР1 и в 1,7 раз содержания общей фракции β-

катенина на фоне повшения в 2,2 раза содержания его фосфорилированной 

фракции; протеасомы и кальпаины отвечают повышением своей активности в 2,6-

3,1 раз, а малый белок теплового шока HspB5 – увеличением своего количества в 

1,5 раза (p<0,05). 

5. Обнаружены связи между увеличением химотрипсинподобной 

активности протеасом и снижением содержания β-катенина; увеличением 

каспазаподобной активности протеасом и снижением содержания САР1 и 

кофилина; увеличением активности кальпаинов и снижением содержания 

кофилина. 

6. Высокие химотрипсинподобная (более 48,8*103 Ед/мг белка) и 

каспазаподобная (более 31,2*103 Ед/мг белка) активности протеасом являются 
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неблагоприятным фактором в отношении общей выживаемости; высокий уровень 

САР1 (более 759,0 пг/мл) является неблагоприятным фактором в отношении 

отдаленного метастазирования. Данные показатели могут быть использованы в 

качестве дополнительных критериев оценки прогноза течения немелкоклеточного 

рака легкого. 
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ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 

 

По результатам проведенного исследования у больных НМРЛ 

целесообразно учитывать уровень САР1 и ХПА и КПА протеасом в ткани 

опухоли как дополнительные маркеры течения заболевания:  

1. При формировании группы повышенного риска развития гематогенных 

метастазов у больных НМРЛ после операции необходимо учитывать уровень 

САР1 в ткани опухоли. Значение белка САР1 выше 759 пг/мл нужно считать 

неблагоприятным фактором в отношении отдаленного метастазирования. 

2. При формировании группы повышенного риска неблагоприятного исхода 

у больных НМРЛ после операции необходимо учитывать ХПА и КПА протеасом 

в ткани опухоли. Значение ХПА выше 48,8*103Ед/мг белка и КПА выше 

31,2*103Ед/мг белка – считать неблагоприятным фактором в отношении развития 

неблагоприятного исхода. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

 

АК – активность кальпаинов 

АТФ - аденозинтрифосфотат 

КПА – каспазаподобная активность 

мБТШ – малые белки теплового шока  

мРНК – матричная РНК 

МЭП – мезенхимально-эпителиальный переход 

НМРЛ – немелкоклеточный рак легкого 

ПЦР – полимеразная цепная реакция 

ТХЛТ – термохимиолучевая терапия 

ХПА – химотрипсинподобная активность 

ЭДТА - этилендиамидтетраацетат 

ЭМП – эпителиально-мезенхимальный переход 

САР1 – adenylyl cyclase-associated protein 1 (аденилатциклаза-

ассоциированный протеин 1) 

GAPDH – glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (глицеральдегид-3-

фосфат-дегидрогеназа) 

HspB5 – heat shock protein B5 (белок теплового шока В5) 
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