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Введение. Рак эндометрия (РЭ) являет-
ся одной из ведущих онкогинекологических 
патологий в России. Необходима разработка 
новых критериев прогноза течения рака эн-
дометрия, в которые могут войти показате-
ли протеасом — мультисубъединичных про-
теолитических комплексов, которые играют 
важную роль в развитии злокачественных 
новообразований.

Цель исследования. Оценка прогности-
ческой значимости активности протеасом 
и уровня иммунных субъединиц протеасом 
LMP2 и LMP7 в отношении общей и безреци-
дивной выживаемости при раке эндометрия.

Материалы и методы. В исследование 
было включено 90 больных раком эндоме-
трия I-III стадии. Химотрипсинподобную ак-
тивность (ХТА) протеасом определяли в опу-
холевой и неизмененной тканях эндометрия 
по гидролизу флуорогенного олигопептида 
Suc-LLVY-AMС (Sigma). Содержание иммун-
ных субъединиц протеасом LMP2 и LMP7 
определяли методом Вестерн блоттинг. Ста-
тистический анализ проводился с использо-
ванием общепринятых методов в программе 
Statistica 12.0.

Результаты. Выявлено увеличение химо-
трипсинподобной активности протеасом в 
опухолевой ткани по сравнению с неизменен-
ным эндометрием (80,42 Ед/мг (42,0; 150,0) и 
44,80 Ед/мг (22,7; 87,3) соответственно), а так-
же в опухолях III стадии по сравнению с I и 
II стадией. В ткани РЭ наблюдалось увели-
чение содержания LMP2 и LMP7 субъединиц 
по отношению к неизмененной ткани. Одно-
факторный анализ показателей протеасом по-
казал, что с 3-летней безрецидивной выжива-
емостью больных раком эндометрия связана 
химотрипсинподобная активность протеасом, 
а с общей выживаемостью — содержание 
субъединицы LMP2 протеасом. В частности, 
ХТА протеасом более чем 80,42 × 103 Ед/мг 

белка в ткани опухоли является неблагопри-
ятным фактором прогноза безрецидивной вы-
живаемости при РЭ, а уровень субъединицы 
LMP-2 более 120 % по сравнению с окружаю-
щей неизмененной тканью является неблаго-
приятным фактором прогноза в отношении 
общей выживаемости.

Заключение. ХТА протеасом и содержание 
субъединицы LMP2 в опухолевой ткани мож-
но рассматривать в качестве дополнительных 
критериев прогноза риска рецидивирования 
и общей выживаемости.
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Введение

Рак эндометрия (РЭ) является одной из веду-
щих онкологических патологий, достигая 8 % в 
структуре заболеваемости злокачественными но-
вообразованиями у женщин и характеризуется 
высоким приростом абсолютного числа пациен-
ток (15,6 %) за последние 5 лет [1]. Как правило, 
РЭ диагностируется на ранних стадиях, что по-
зволяет достигать хороших результатов лечения 
и высокую общую пятилетнюю выживаемость 
(75-83 %). Показатель одногодичной летально-
сти в России по данному заболеванию составил 
8,5 % в 2020 г., однако велика частота развития 
рецидивов, что определяет актуальность поис-
ка дополнительных факторов неблагоприятного 
прогноза при раке тела матки [1, 2].
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На сегодняшний день общепризнанными фак-
торами прогноза течения РЭ являются стадия 
заболевания, морфологические варианты опухо-
ли, наличие лимфоваскулярной инвазии [3]. Тем 
не менее, у пациентов с одинаковыми морфо-
логическими формами РЭ могут быть разные 
результаты лечения, что определяет важность 
прогнозирования исхода заболевания. На роль 
прогностических факторов РЭ могут претендо-
вать многие биологически активные молекулы, 
участвующие в патогенезе этого заболевания. В 
частности, в качестве критериев прогноза тече-
ния заболевания у пациенток с раком тела матки 
было предложено исследование уровня онколо-
гических маркеров CA-125, HE4, DJ-1, DKK-1 
[2]. Предпринимаются попытки разработать мо-
лекулярную классификацию РЭ, которая может 
быть востребована для лечения новообразова-
ний [4]. Однако окончательно вопрос прогноза 
клинического течения РЭ в настоящее время не 
решен, для чего необходим поиск новых молеку-
лярных маркеров, связанных с возникновением 
рецидивов и исходами заболевания.

Характерной чертой злокачественных опу-
холей, включая РЭ, является высокий уровень 
метаболизма, что определяется интенсивностью 
таких процессов, как высокая пролиферативная 
активность и инвазивный рост. Чтобы поддер-
живать динамическое равновесие белков в тече-
ние этих процессов, необходима высокая актив-
ность протеолиза в опухолевых клетках [5, 6]. 
Ранее нами было показано в ткани РЭ увеличе-
ние активности протеасом — внутриклеточных 
мультисубъединичных структур, обладающих 
тремя протеолитическими активностями: трип-
синподобной, химотрипсинподобной и каспаза-
подобной, которые реализуются конститутивны-
ми субъединицами протеасом [6, 7]. Протеасомы 
разрушают до 80–90 % всех внутриклеточных 
белков и представлены различными формами, 
отличающимися структурой и механизмами 
распознавания и утилизации белков [8]. В не-
которых случаях конститутивные субъединицы 
протеасом замещаются на иммунные LMP2, 
MECL-1 и LMP7 субъединицы, которые могут 
как продуцировать иммуногенные пептиды для 
их презентации главным комплексом гистосов-
местимости I класса, так и выполнять неиммун-
ные функции [9]. Показано, что иммунные про-
теасомы поддерживают протеостаз, и особенно 
их роль велика при воспалении и других патоло-
гических процессах, в частности при онкологи-
ческих заболеваниях [10, 11]. Вероятно, протеа-
сомы могут влиять на течение онкологического 
процесса и использоваться в качестве факторов 
прогноза течения заболевания.

Цель исследования состояла в оценке прогно-
стической значимости активности протеасом и 

уровня иммунных субъединиц LMP2 и LMP7 в 
отношении 3-х летней общей и безрецидивной 
выживаемости больных РЭ.

Материал и методы

В исследование вошло 90 больных РЭ I-III стадии, 
средний возраст 56,55 ± 10,45 года, проходивших лечение 
в клинике НИИ онкологии НИМЦ. Во всех случаях опу-
холи имели гистологическое строение эндометриоидного 
рака разной степени дифференцировки. В репродуктивном 
периоде находилось 20 пациенток (22 %), в постменопаузе 
70 пациенток (78 %). Распределение больных РЭ по стадии 
заболевания, гистологическому типу и степени дифферен-
цировки представлено в табл. 1.

Таблица 1. Распределение больных РЭ по стадии 
заболевания, гистологическому типу и степени 

дифференцировки опухоли

Показатель Количество больных
абс. (%)

Стадия заболевания
I
II
III

70 (78 %)
12 (13 %)
8 (9 %)

Гистологический тип
эндометриоидный
неэндометриоидный

87 (97 %)
3 (3 %)

Степень дифференцировки
высокая
умеренная
низкая

16 (18 %)
58 (64 %)
16 (18 %)

Таким образом, основную долю больных, включенных 
в исследование, составили пациентки постменопаузального 
периода с эндометриоидным типом РЭ, I стадией заболе-
вания и умеренной степенью дифференцировки опухоли.

Все пациенты до настоящего исследования не полу-
чали никакого специального лечения. Сроки наблюдения 
за больными составили от 2 до 36 мес., среднее время 
наблюдения — 18 мес. При анализе выживаемости рас-
чет проводился на третий год после проведения опера-
ции с учетом выбывших из-под наблюдения больных и 
умерших от сопутствующих не онкологических заболе-
ваний. Продолжительность жизни (общую и безреци-
дивную) исчисляли в месяцах с момента проведенного 
радикального хирургического вмешательства до времени 
последнего посещения пациентом онколога или выявле-
ния исхода (умер либо прогрессирование в виде развития 
рецидивов) на этапах динамического наблюдения. Сле-
дует отметить, что из 90 пациентов, включенных в ис-
следование, в течении 3-летнего периода рецидивы раз-
вились у 11,1 % пациенток. При этом показатели общей 
3-летней выживаемости составили 96,7 % (летальный 
исход был зафиксирован только у 3 пациентов, вклю-
ченных в исследование).

Работа проведена в соответствии с Хельсинкской 
декларацией Всемирной медицинской ассоциации «Эти-
ческие принципы проведения научных медицинских ис-
следований с участием человека» с поправками 2000 г. и 
«Правилами клинической практики в Российской Феде-
рации», утвержденными Приказом Минздрава РФ № 266 
от 19.06.2003. Было получено разрешение этического ко-
митета НИИ онкологии Томского НИМЦ на проведение 
работы (протокол № 5 от 14.03.2018). Всеми пациентами 
было дано информированное согласие на проведение ис-
следования.

Материалом для исследования служили образцы опу-
холевой и гистологически неизмененной ткани, взятые 
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интраоперационно при выполнении радикального опе-
ративного вмешательства. Гистологически неизмененная 
ткань находилась на расстоянии не менее 1 см от границы 
опухоли. Образцы тканей замораживали и хранили при 
-80 oС не более 8 мес.

Получение осветленных гомогенатов. Для получения 
осветленных гомогенатов замороженные образцы ткани 
(100 мг) гомогенизировали в жидком азоте, затем ресуспен-
дировали в 300 мкл 50 мМ трис-HCl буфере (pH = 7,5), 
содержащем 2 мМ АТФ, 5 мМ хлорид магния, 1 мМ дити-
отреитол, 1 мМ ЭДТА и 100 мМ хлорид натрия. Гомогенат 
центрифугировали 60 мин при 10000 g и 4 оС.

Определение активности протеасом. Химотрипсинпо-
добную активность (ХТА) протеасом определяли в ос-
ветленных гомогенатах опухолевой и неизмененной ткани 
эндометрия по гидролизу флуорогенного олигопептида 
Suc-LLVY-AMС (Sigma), утилизирующегося химотрипсин-
подобными центрами протеасом [12]. Для оценки активно-
сти примесных протеаз применяли специфический ингиби-
тор протеасом — MG132 (Sigma). За единицу активности 
протеасом принимали количество фермента, при котором 
гидролизуется 1 нмоль Suc-LLVY-AMC в течение 1 мин. 
Удельную активность протеасом выражали в единицах ак-
тивности на 1 мг белка. Содержание белка определяли по 
методу Лоури.

Электрофорез. Электрофоретическое разделение бел-
ков для последующего Вестерн-блоттинга проводили по 
Laemmli в 13 % полиакриламидном геле. Пробы наносили 
в буфере, содержащем 0,0625 М трис-НСl (pН 6,8), 2 % 
SDS, 5 % 2-меркаптоэтанол, 10 % глицерин, 0,01 % бром-
феноловый синий.

Вестерн блоттинг. После электрофореза осуществляли 
перенос полипептидов на PVDF-мембрану (Immobylon, 
Millipore, США). Иммунодетекцию проводили согласно 
протоколу для «SNAP i.d.» (Millipore, США) с первичны-
ми антителами к субъединицам LMP7, LMP2 протеасом и 
к β-актину, а также вторичными антителами goat anti-mouse 
IgG-horseradish peroxidase (HRP) и goat ani-rabbit IgG-HRP 
(Santa Cruz Biotechnology, США) в разведениях, рекомен-
дованных производителем. Затем мембрану подвергали об-
работке системой хемилюминесцентной детекции ECL (GE 
Healthcare, Великобритания). Плотность полос оценивали с 
помощью компьютерной программы «ImageJ». Стандарти-
зация проводилась относительно β-актина. Результаты вы-
ражали в процентах от содержания субъединиц протеасом 
в неизмененной ткани.

Статистический анализ. Результаты в табл. представ-
лены в виде Ме (Q1;Q3), где Ме — медиана, Q1 и Q3 
— нижний и верхний квартили; при статистической об-
работке полученных результатов, помимо методов описа-
тельной статистики, использовались перечисленные ниже 
методы анализа: критерий Шапиро-Уилка для оценки нор-
мальности распределения выборки; критерий Манна-Уит-
ни для оценки значимости различий между независимыми 
выборками при распределении, отличном от нормального. 
Различия считались значимыми при p < 0,05. Прогности-
ческая значимость признаков в отношении 3-летней общей 
и безрецидивной выживаемости у больных РЭ оценена с 
помощью программы Survival Analysis, Statistica 12.0. Кри-
вые кумулятивной выживаемости строились по методу Ка-
плана-Майера. Для сравнения показателей выживаемости 
в группах был использован обобщенный критерий Гехана-
Вилкоксона.

Результаты

В результате проведенного исследования вы-
явлено увеличение активности протеасом в зло-
качественной ткани эндометрия по сравнению 

с соответствующей неизмененной тканью. При 
анализе особенностей изменения ХТА протеа-
сом при РЭ в зависимости от стадии заболева-
ния показано значительное увеличение активно-
сти при III стадии РЭ по сравнению со стадией 
I и II (табл. 2).

Таблица 2. Химотрипсинподобная активность 
(ХТА) протеасом (Ед/мг) в неизмененном и 

малигнизированном эндометрии

Число 
больных ХТА протеасом р

Рак эндометрия 
(I-III стадии) 90 80,42 (42,0; 150,0) Р1 = 0,000

Рак эндометрия 
(I стадия) 69 75,99 (35,57; 

114,33)
Р1 = 0,000; 
Р2 = 0,036

Рак эндометрия 
(II стадия) 12 88,49 (55,33; 

127,8)
Р1 = 0,000; 
Р2 = 0,042

Рак эндометрия 
(III стадия) 9 117,35 (71,54; 

214,50) Р1 = 0,000

Неизмененная 
ткань 90 44,80 (22,7; 87,3)

Примечание: Р1— значимость различий по сравнению с неизмененной 
тканью эндометрия; 
Р2 — значимость различий по сравнению с III стадией рака эндометрия

Определение экспрессии иммунных субъеди-
ниц протеасом LMP2 и LMP7 было проведено 
методом Вестерн-блоттинг (рис. 1А). В ткани 
РЭ наблюдалось увеличение содержания LMP2 
до 120,0 % (35,0;152,98) и LMP7 — 138,0 % 
(75,40;285,34) по отношению к неизмененной 
ткани (рис 1Б). Такое повышение их количества 
говорит об изменении функционирования про-
теасомной системы при РЭ и, вероятно, играет 
важную роль в развитии опухоли.

Для того, чтобы оценить прогностическую 
значимость показателей протеасомной системы 
при РЭ, провели их сопоставление с трехлетней 
безрецидивной и общей выживаемостью.

В качестве референсных уровней, позволяю-
щих разделить показатели протеасом на высокие 
и низкие, были выбраны медианные значения 
ХТА протеасом и содержания иммунных LMP 
субъединиц протеасом в опухолевой ткани боль-
ных РЭ (табл. 1, рис. 1Б). Проведенный анализ 
выживаемости показал, что статистически зна-
чимыми факторами в отношении 3-летней без-
рецидивной выживаемости у больных РЭ явля-
ется ХТА протеасом, а в отношении 3-летней 
общей выживаемости — уровень субъединицы 
протеасом LMP2 (табл. 3).

Установлено, что уровень ХТА протеасом 
более чем 80,42 × 103 Ед/мг белка в ткани 
опухоли является неблагоприятным фактором 
прогноза безрецидивной выживаемости при 
РЭ (рис. 2А). Также получены результаты, 
подтверждающие связь содержания иммун-
ной субъединицы LMP2 протеасом в ткани 
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РЭ с 3-летней общей выживаемостью больных 
(рис. 2Б). Высокий уровень субъединицы LMP-
2 (более 120 %) по сравнению с окружающей 
неизмененной тканью является неблагоприят-
ным фактором прогноза в отношении общей 
выживаемости. 

Вероятно, иммунные протеасомы, содержа-
щие LMP2-субъединицу, в злокачественной тка-
ни могут более эффективно расщеплять белки, 
выполнившие свои функции во множестве кле-
точных процессов, для обеспечения жизнедея-
тельности опухолевых клеток.

Рис. 1. Содержание LMP7 и LMP2 субъединиц протеасом в малигнизированном эндометрии. А — результаты определения уровня 
субъединиц в неизменной (1) и опухолевой (2) тканях эндометрия методом Вестерн-блоттинг. Б — процентное содержание субъединиц 

LMP7 и LMP2 в ткани РЭ. За 100 % принята экспрессия субъединиц в неизмененной ткани

Таблица 3. Однофакторный анализ показателей протеасом, связанных с 3-летней безрецидивной 
и общей выживаемостью у больных раком эндометрия

Факторы % пациентов

Кумулятивная доля выживших, (%)

3-летняя
Безрецидивная выживаемость

3-летняя 
Общая выживаемость

Химотрипсинподобная активность 
протеасом
менее / = 80,42 × 103 Ед/мг
более 80,42 × 103 Ед/мг

45,6
54,4

p = 0,048
91 %
72 %

p = 0,28
100 %
94 %

Экспрессия субъединицы LMP7
менее / = 138 %
более 138 %

33
67

p =0,82
90 %
89%

p = 0,81
97 %
97 %

Экспрессия субъединицы LMP2
менее / = 120 %
более 120 %

82
18

p = 0,27
89 %
94 %

p = 0,03
97 %
67 %

Рис. 2. Показатели 3-летней безрецидивной (А) и общей (Б) выживаемости больных раком эндометрия в зависимости от 
химотрипсинподобной активности протеасом и уровня протеасомной субъединицы LMP2
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Обсуждение

Относительное содержание протеасом в клет-
ке, их состав и активность изменяются в соот-
ветствии с внутриклеточными условиями, что 
становится возможным благодаря взаимодей-
ствию протеасом с большим количеством белков. 
Протеасомы принимают участие в реализации 
и контроле таких процессов как транскрипция, 
пролиферация, апоптоз, передача сигналов, ко-
торые играют важную роль злокачественной 
трансформации и дальнейшей опухолевой про-
грессии [13, 14]. В связи с этим было проведено 
изучение ХТА и уровня иммунных субъединиц 
протеасом в ткани РЭ в связи с исходами за-
болевания.

РЭ является наиболее частой злокачествен-
ной опухолью женских репродуктивных ор-
ганов [1]. В то же время при этой патологии 
показатели 5-летней общей выживаемости до-
статочно высоки в том случае, если опухоли 
локализованы в матке (≥ 95 %) [15]. Поскольку 
в представленное исследование вошли пациент-
ки, в основном, с первой стадией опухолевого 
процесса, наблюдалось малое количество не-
благоприятных исходов  при изучении общей 
выживаемости.

Показано увеличение ХТА протеасом и со-
держания LMP2 и LMP7 субъединиц протеасом 
в опухолевой ткани по сравнению с неизменен-
ным эндометрием и при увеличении стадии за-
болевания. Увеличение активности протеасом в 
ткани РЭ по сравнению с неизмененными тка-
нями и при прогрессировании опухолевого про-
цесса, вероятно, связано со значительным повы-
шением интенсивности клеточного метаболизма, 
многие участники которого являются субстра-
тами протеасом: белки-регуляторы клеточного 
цикла, рецепторы эстрогенов и прогестерона, 
компоненты системы инсулиноподобных факто-
ров роста, многие транскрипционные факторы, 
белки pRb и p53, ингибитор NF-κB IκB, белки, 
контролирующие активность каспаз, компонен-
ты сигнальных путей путей [16–19]. Представ-
ленные результаты согласуются с литературны-
ми данными. Показано, что иммунопротеасомы, 
содержащие субъединицы LMP, продуцируют 
больше пептидов, чем конститутивные, и яв-
ляются более специфичными [20]. Так обнару-
жен повышенный уровень субъединицы LMP2 
протеасом в опухолевых клеточных линиях и 
в тканях рака простаты. Ингибирование этой 
субъединицы специфическим ингибитором UK-
101 приводило к апоптозу клеток рака простаты 
[19].

Уровень LMP2 субъединицы протеасом был 
связан с общей трехлетней выживаемостью 
больных РЭ, а ХТА протеасом — с трехлетней 

безрецидивной выживаемостью. Эти данные 
свидетельствуют о том, что в представленной 
работе выявлены дополнительные молекулярные 
маркеры РЭ, свидетельствующие о высоком ри-
ске развития рецидивов и неблагоприятном ис-
ходе заболевания.

Заключение

Таким образом, протеасомы играют важную 
роль в прогессировании РЭ. ХТА протеасом и 
содержание субъединицы LMP2 в опухолевой 
ткани можно рассматривать в качестве дополни-
тельных критериев прогноза риска рецидивиро-
вания и общей выживаемости. Для объяснения 
полученных результатов и для подтверждения 
роли показателей протеасом в качестве новых 
факторов прогноза наряду с имеющимися необ-
ходимы дальнейшие исследования. Так, необхо-
димо масштабное дополнительное изучение про-
гностической значимости содержания иммунной 
субъединицы LMP2 в опухолевой ткани в отно-
шении общей трехлетней выживаемости. Безус-
ловно, изучение протеасом в контексте течения 
и прогноза РЭ необходимо для более глубокого 
понимания причин опухолевой прогрессии и по-
иска эффективных противоопухолевых средств.
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Introduction. Endometrial cancer (EC) is one of the lead-
ing oncogynecological pathologies in Russia. There is a need 
to develop new criteria for predicting the course of EC, which 
could include proteasome indicators – multisubunit proteolytic 
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complexes that play an important role in the development of 
malignant neoplasms.

Aim. To assess the prognostic significance of proteasome 
activity and the level of immune subunits of the proteasome 
LMP2 and LMP7 in relation to overall and recurrence-free 
survival in endometrial cancer.

Materials and methods. The study included 90 patients 
with stage I-III EC. Chymotrypsin-like proteasome activity was 
determined in tumor and intact endometrial tissues by hydro-
lysis of the fluorogenic oligopeptide Suc-LLVY-AMC (Sigma). 
The content of immune subunits of the proteasome LMP2 and 
LMP7 was determined by the Western blotting method. Statis-
tical analysis was performed using commonly accepted meth-
ods in the Statistica 12.0 program.

Results. An increase in chymotrypsin-like activity of 
proteasomes was detected in tumor tissue compared to intact 
endometrial tissue (80.42 U/mg (42.0; 150.0) and 44.80 U/
mg (22.7; 87.3), respectively), as well as in stage III tumors 
compared to stage I and II. An increase in the content of 
LMP2 and LMP7 proteasome subunits was observed in EC 
tissue compared to intact tissue. One-way analysis of protea-
some parameters showed that chymotrypsin-like activity of 

proteasomes is associated with 3-year relapse-free survival 
of EC patients, while the content of the LMP2 subunit was 
associated with overall survival. In particular, chymotrypsin-
like activity of proteasomes exceeding 80.42 × 103 U/mg of 
protein in tumor tissue is an unfavorable prognostic factor 
for relapse-free survival in EC, while the LMP-2 subunit 
level exceeding 120 % compared to the surrounding unal-
tered tissue is an unfavorable prognostic factor for overall 
survival.

Conclusion. The chymotrypsin-like proteasome activity 
and the content of the LMP2 subunits in tumor tissue can 
be considered as additional criteria for predicting the risk of 
recurrence and overall survival.

Keywords: endometrial cancer; prognosis of relapse-free 
and overall survival; chymotrypsin-like proteasome activity; 
LMP2 and LMP7 subunits of proteasomes
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