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Протеасомы, важнейшие участники катаболизма белков, поддерживают протеостаз и обеспечива-
ют регуляцию клеточных процессов в онтогенезе. Отклонения в функционировании протеасом свя-
заны с развитием различных патологий, в том числе ряда онкологических заболеваний. В настоя-
щей работе изучены изменения экспрессии генов субъединиц и активности протеасом в ткани рака
гортани и эпителии больных хроническими гиперпластическими заболеваниями гортани, которые
рассматриваются как облигатный предрак. Также исследована активность циркулирующих проте-
асом в тех же группах больных. Уровень экспрессии генов оценивали при помощи количественной
обратно-транскриптазной ПЦР в режиме реального времени. Модифицирован метод оценки хи-
мотрипсинподобной (ХТП) и каспазаподобной (КП) активностей протеасом для анализа малых
объемов биопсийных образцов. Показано увеличение уровня экспрессии генов протеасом (PSMB6,
PSMB7, PSMB5 и PSMB4) в тканях плоскоклеточного рака гортани по сравнению с предопухолевы-
ми образцами. Также выявлено увеличение ХТП и КП активностей внутриклеточных протеасом в
злокачественном эпителии гортани по сравнению с условно-нормальной тканью и с эпителием
больных хроническими гиперпластическими заболеваниями гортани. В циркулирующих протеасо-
мах наблюдалось повышение ХТП активности. Проведение ROC-анализа (Receiver Operating Char-
acteristic) выявило связь экспрессии мРНК PSMB5 и ХТП активности тканевых протеасом с разви-
тием рака гортани у больных хроническими гиперпластическими заболеваниями гортани. В пер-
спективе возможно использование этих показателей для разработки способа прогноза перехода
предрака гортани в рак.

Ключевые слова: экспрессия генов субъединиц протеасом, химотрипсинподобная активность проте-
асом, каспазаподобная активность протеасом, рак гортани, хронические гиперпластические забо-
левания гортани
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ВВЕДЕНИЕ
Нормальный онтогенез характеризуется сба-

лансированной активностью внутриклеточных и
внеклеточных протеасом в тканях для поддержа-
ния динамического равновесия белкового соста-
ва (Зайкова и др., 2013; Дьяконов, Цимоха, 2019).
Протеасомы являются важнейшими участниками
катаболизма белков и не только обеспечивают
нормальный белковый обмен, но и образуют ре-
гуляторные белки и пептиды. Неудивительно, что
наиболее значительные изменения в протеасомном
пуле происходят в перинатальный период и первый
месяц постнатального развития, что связано с

формированием органов и развитием адаптивных
процессов (Karpova et al., 2013; Karpov et al., 2022).

Протеасомы представлены различными фор-
мами, отличающимися структурой и механизмами
распознавания и утилизации белков. Присоеди-
нение 19S регуляторных частиц с одной или с двух
сторон к 20S коровой субчастице приводит к образо-
ванию 26S протеасомы, осуществляющей, главным
образом, АТФ- и убиквитин-зависимый протеолиз
большинства клеточных белков (Budenholzer et al.,
2017). 20S протеасома состоит из двух внешних
колец, также называемых α-кольцами, которые
образованы семью различными α-субъединица-
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ми и служат “якорными станциями” для регуля-
торных частиц 19S. Каждое из двух внутренних
β-колец образовано семью различными β-субъ-
единицами. Три из этих β-субъединиц (β1, β2 и
β5, кодируемые генами PSMB6, PSMB7 и PSMB5,
соответственно) проявляют специфическую суб-
стратную каталитическую активность: каспазапо-
добную (КП), трипсинподобную и химотрипсинпо-
добную (ХТП) соответственно (Sahu, Glickman,
2021). Кроме субъединиц, обеспечивающих
функциональную активность протеасом, в под-
держании их структуры принимает участие субъ-
единица β7, кодируемая геном PSMB4. Установ-
лено, что β7 регулирует сборку протеасомы, и из-
менение в работе PSMB4 может нарушить
каталитическую активность всех трех протеоли-
тических субъединиц (Lee et al., 2014).

Отклонения от нормального онтогенеза воз-
никают при развитии различных патологических
состояний и характеризуются дисбалансом в
структуре и функции протеасом. Так, развитие
онкологической патологии приводит к увеличе-
нию активности протеасом в опухолевой ткани по
сравнению с соответствующей нормальной тка-
нью, что обусловлено высоким уровнем метабо-
лизма и интенсивностью таких процессов, как
пролиферативная активность, инвазивный рост,
метастазирование. Протеасомы принимают уча-
стие в реализации и контроле таких важнейших
процессов как транскрипция, апоптоз, сигналь-
ная трансдукция, которые играют важную роль
злокачественной трансформации и дальнейшей
опухолевой прогрессии (Kondakova et al., 2020;
Abbas, Larisch, 2021; Jiang et al., 2021). Увеличение
ХТП активности протеасом характерно для онко-
логических заболеваний различной локализации:
рака щитовидной железы, эндометрия, яичников,
молочной железы, прямой кишки (Sharova et al.,
2011; Спирина и др., 2012; Kondakova et al., 2012;
Erokhov et al., 2021). Повышенная экспрессия
PSMB4 характерна для многих типов рака, таких
как рак молочной железы, гепатоцеллюлярная
карцинома, рак яичников и рак предстательной
железы (Lee et al., 2014; Wang et al., 2018). Недав-
ние исследования показали, что PSMB4 активи-
руется во многих опухолях и участвует в процессе
развития рака, что делает его потенциальным он-
когеном и геном-драйвером рака (Lee et al., 2014).
Показано, что развитие злокачественных опухо-
лей приводит к появлению циркулирующих про-
теасом в сыворотке крови вследствие секреции,
распада опухолевых клеток или в составе микро-
везикул (Wada et al., 1993; Шашова и др., 2015;
Choi et al., 2021).

Одним из вариантов отклонения от нормаль-
ного онтогенеза является развитие рака гортани
из предопухолевых заболеваний. Плоскоклеточ-
ный рак гортани (ПРГ) является одной из наибо-
лее распространенных патологий среди органов

головы и шеи, преимущественно обнаруживается
у мужского населения. В 2020 г. по данным миро-
вой статистики число впервые выявленных слу-
чаев новообразований гортани составило более
180 тысяч человек, из которых летальных исходов
около 100 тысяч (Siegel et al., 2020). За последнее
десятилетие в лечении рака гортани были достиг-
нуты большие успехи, однако, несмотря на отно-
сительную доступность и простоту обследования
гортани в условиях современного развития эндо-
скопической техники, диагностические ошибки
на догоспитальном этапе продолжают составлять
большой процент. Так, рак in situ выявляется только
в 2.3–6% случаев, I стадия процесса – в 23.9%, а
III–IV стадии заболевания составляют 55–60% от
первично выявленных опухолей гортани (Ciolo-
fan et al., 2017; Obid et al., 2019; Nocini et al., 2020).
Развитие рака гортани происходит на основе фо-
новых диффузных изменений ткани гортани в виде
дистрофий, атрофий, хронического воспаления,
которые приводят к структурно-функциональной
дезорганизации слизистой оболочки гортани. Эти
процессы создают фон для последующих очаго-
вых гиперпластических и диспластических изме-
нений, которые совершенно обоснованно можно
трактовать как предопухолевые (Нажмудинов
и др., 2018).

Дисплазия гортани может прогрессировать до
инвазивной карциномы в зависимости от многих
клинических, патологических и молекулярных
факторов, поэтому выявление молекулярных ме-
ханизмов развития рака гортани остается акту-
альной проблемой биологии и медицины (Luers
et al., 2014). Решение данной проблемы позволит
не только понять закономерности изменения
клеточных процессов на молекулярном уровне
при онкогенезе, но и применить полученные зна-
ния для диагностики и выявления пациентов с
высоким онкологическим риском.

В связи с этим целью настоящей работы было
изучение изменения экспрессии генов, кодирую-
щих субъединицы протеасом (PSMB4, PSMB5,
PSMB6, PSMB7) и активности внутриклеточных
протеасом в развитии рака гортани с учетом про-
межуточной стадии – предопухолевых заболева-
ний гортани. В исследование вошли также цирку-
лирующие протеасомы сыворотки крови.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе представлены результаты исследования

29 пациентов с морфологически верифицирован-
ным ПРГ (Т1–3N0М0) в возрасте от 40 до 71 года
(средний возраст 59.6 ± 1.4 года), 11 пациентов с
хроническими гиперпластическими заболевани-
ями гортани (хронический гиперпластический
ларингит, папиллома), средний возраст которых
составил 48.1 ± 3.2 года, а также 9 пациентов с хро-
ническими гиперпластическими заболеваниями
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гортани (ХГЗГ), ассоциированными с диспластиче-
скими изменениями – D (I–III) в возрасте от 36 до
70 лет (средний возраст 57 ± 4.1 года), проходивших
обследование в клинике НИИ онкологии Том-
ского НИМЦ. Набор материала осуществлялся
при выполнении стандартной видеоларингоско-
пии, проводилось морфологическое исследование
всех образцов. Во всех случаях опухоли имели гисто-
логическое строение плоскоклеточной карциномы
разной степени дифференцировки. Все пациенты
до настоящего исследования не получали ника-
кого специального лечения. Работа проведена в
соответствии с Хельсинкской декларацией Все-
мирной медицинской ассоциации “Этические
принципы проведения научных медицинских ис-
следований с участием человека” с поправками
2000 г. и “Правилами клинической практики в
Российской Федерации”, утвержденными При-
казом Минздрава РФ № 266, от 19.06.2003. Всеми
пациентами было дано информированное согла-
сие на проведение исследования.

Материалом для исследования служили образ-
цы опухолевой ткани, эпителий гортани с гипер-
плазией и дисплазией и гистологически неизме-
ненная ткань, взятая на расстоянии не менее 1 см
от границы опухоли, а также сыворотка крови.
Образцы тканей замораживали и хранили при
‒80°С.

Определение уровня экспрессии
мРНК протеасом

Выделение РНК проводили с помощью лизи-
рующего буфера “Лира” (Биолабмикс, Россия).
Концентрацию и чистоту выделенной РНК оце-
нивали на спектрофотометре NanoDrop 2000С
(Thermo Scientific, USA). Концентрация РНК со-
ставила от 20 до 400 нг/мкл, А260/А280 = 1.95–2.50;
А260/А230 = 1.90–2.30. Целостность РНК оцени-
валась при помощи капиллярного электрофореза
на приборе TapeStation (Agilent Technologies, USA)
по показателю RIN (RNA Integrity Number), кото-

рый составил 5.6–7.8. Уровень экспрессии генов
оценивали при помощи количественной обрат-
но-транскриптазной ПЦР в режиме реального
времени (RT-qPCR) на амплификаторе iCycler
(Bio-Rad, USA). Для получения кДНК на матрице
РНК проводили реакцию обратной транскрипции с
помощью набора реактивов ОТ M-MuLV–RH
(Биолабмикс, Россия) с олиго(dT)16 праймерами.
Праймеры были подобраны с использованием
программы Vector NTI Advance 11.5 и базы дан-
ных NCBI (табл. 1). В качестве гена-рефери ис-
пользовали ген “домашнего хозяйства” фермента
GAPDH (Glyceraldehydes-3-Phosphate Dehydroge-
nase). Количественный анализ экспрессии прове-
ден по методу 2-∆∆CT и результат выражали в
условных единицах (Livak, Schmittgen, 2001). Для
анализа проводили нормализацию значения CT
исследуемого гена со значениями референсного
(ref) гена, как для изучаемой пробы, так и для ка-
либровочной кривой. Нормализацию ∆CT иссле-
дуемого образца проводили по отношению к ∆CT
калибратора, в качестве которого использовалась
РНК, выделенная из неизмененной ткани.

Определение активности
внутриклеточных протеасом

Материалом для исследования явился эпите-
лий гортани, полученный путем биопсии в малых
количествах. Для определения активности проте-
асом в малых количествах (5–10 мг биопсийного
материала вместо стандартных 30–50 мг образцов
опухолевой ткани) был модифицирован стандарт-
ный метод определения активности протеасом. Для
получения осветленных гомогенатов заморожен-
ные образцы ткани весом 5–10 мг гомогенизирова-
ли в 20 мМ Tris-HCl буфере (pH 7.5), содержащем
100 мМ NaCl, 1 мМ ЭДТА, 1 мМ дитиотрейтола,
5 мМ MgCl2, 10% глицерол в соотношении 1 : 10
(вместо стандартного соотношения 1 : 6), затем до-
бавляли 2 мМ АТФ. Гомогенат центрифугирова-
ли 60 мин при 10000 g и 4°С. ХТП активность про-

Таблица 1. Последовательность праймеров исследованных генов

Ген Последовательность

PSMB4
NM_002796.3

F 5′-CTGCTACCGTGACTAAGATGGA-3′
R 5′-TGATTGGACCTCTGTAAAGTGC-3′

PSMB5(isf.3)
NM_001144932.3

F 5′-CATCTACCAAGCCACCTACAG-3′
R 5′-GATGGAGGATGGGTCACTGT-3′

PSMB6(isf.2)
NM_001270481.2

F 5′-GGTATGATGGTAAGGCAGTCC-3′
R 5′-GAAGAAAGCATTGGCAGTGA-3′

PSMB7
NM_002799.4

F 5′-TTGAGGTGCTGGAAGAAACA-3′
R 5′-AATGCTCACCACCTTCCAG-3′

GAPDH
NM_001256799.2

F 5′-GGAAGTCAGGTGGAGCGA-3′
R 5′-GCAACAATATCCACTTTACCAGA-3′
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теасом определяли в осветленных гомогенатах по
гидролизу флуорогенного олигопептида Suc-LLVY-
AMС (Sigma, USA), специфичного для ХТП цен-
тров протеасом. КП активность – по гидролизу
Z-Leu-Leu-Glu-AMC (Sigma, USA), специфич-
ного для КП центров протеасом. Для оценки ак-
тивности примесных протеаз применяли специ-
фический ингибитор протеасом – MG132 (Sigma,
USA). Реакционная смесь содержала 20 мМ Tris-
HCl (pH 7.5), 1 мМ дитиотрейтола, 30 мкМ Suc-
LLVY-AMC/Z-Leu-Leu-Glu-AMC, 5 мМ MgCl2 и
1 мМ АТФ. Реакцию начинали внесением 5 мкл
осветленного гомогената вместо стандартных 1–
4 мкл до 200 мкл общего объема реакционной
смеси и инкубировали при 37°С в течение 20 мин.
Образовавшийся продукт регистрировали на
микропланшетном ридере “Cytation 1” (BioTek,
USA) при длине волны возбуждения 380 нм и
эмиссии 440 нм. В указанных условиях проведе-
ния реакции значения активности протеасом на-
ходились на прямолинейном участке графика зави-
симости активности от количества осветленного
гомогената. За единицу активности протеасом при-
нимали количество фермента, при котором гидро-
лизуется 1 нмоль флуорогенного олигопептида в
течение 1 мин. Удельную активность протеасом
выражали в единицах активности на 1 мг белка.
Содержание белка определяли по методу Lowry.

Определение активности
циркулирующих протеасом

Пробоподготовка включала разморозку сыво-
ротки при комнатной температуре и ее активацию
добавлением 10% SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) до
конечной концентрации 1% в течение 15 мин
(Ma, 2008). Для определения ХТП и КП активно-
стей циркулирующих протеасом в сыворотке кро-
ви, использовали флуорогенные субстраты Suc-
LLVY-AMС (Sigma, USA) и Z-Leu-Leu-Glu-AMC
(Sigma, USA), соответственно. Для оценки актив-
ности примесных протеаз применяли специфи-
ческий ингибитор протеасом – MG132 (Sigma,
USA). Реакционная смесь содержала 20 мМ Tris-
HCl (pH 7.5), 1 мМ дитиотрейтола, 30 мкМ Suc-
LLVY-AMC/Z-Leu-Leu-Glu-AMC, 5 мМ MgCl2 и
1 мМ АТФ. Реакцию начинали внесением 100 мкл

активированной сыворотки и проводили при
37°С в течение 20 мин. Образовавшийся продукт
регистрировали на микропланшетном ридере
“Cytation 1” (BioTek, USA) при длине волны воз-
буждения 380 нм и эмиссии 440 нм. Удельную ак-
тивность циркулирующих протеасом выражали в
единицах активности на 1 мл сыворотки.

Статистическая обработка результатов была
проведена с применением пакета статистических
программ STATISTICA 10. Результаты представ-
лены в виде Ме (Q1–Q3), где Ме – медиана, Q1 и
Q3 – нижний и верхний квартили, N – количество
человек. Для оценки нормальности распределения
выборки использовали критерий Шапиро–Уилка.
Для оценки значимости различий между независи-
мыми выборками при распределении, отличном от
нормального, использовали критерий Манна–Уит-
ни. Различия считались значимыми при p < 0.05.
Чувствительность, специфичность и прогности-
ческую значимость кандидатных маркеров опре-
деляли методом ROC-анализа по правилу расчета
площадей под кривыми AUC (Area Under Curve).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Пациенты, материал которых вошел в иссле-
дование, относились к разным возрастным груп-
пам, соответствующим широкому отрезку онто-
генеза: от репродуктивного возраста до пожилых.
Исследование экспрессии мРНК субъединиц про-
теасом и активности протеасом показало, что воз-
растная разница не влияла на изучаемые показа-
тели, так как статистический анализ не выявил
значимых различий (р ≤ 0.05) между возрастными
группами (табл. 2).

В табл. 3 приведены данные по экспрессии
β-субъединиц протеасом у больных ПРГ по срав-
нению с больными с хроническими гиперпласти-
ческими заболеваниями гортани, ассоциирован-
ными с дисплазией (DI-III) и без дисплазии (D0).
В представленном исследовании выявлено изме-
нение уровня экспрессии генов протеасом в тка-
нях ПРГ по сравнению как с образцами ХГЗГ без
дисплазии, так и с дисплазией эпителия, которая
считается предопухолевым состоянием.

Таблица 2. Уровень экспрессии Β-субъединиц протеасом, ХТП и КП активности протеасом в разных возрастных
группах пациентов

Возраст
Активность Уровень экспрессии, усл. ед.

ХТП КП PSMB4 PSMB5 PSMB6 PSMB7

40–59 лет 1.5
(1.0–2.0)

2.0
(1.0–4.0)

1.5
(1.0–2.0)

2.0
(1.5–4.0)

2.0
(2.0–4.0)

2.0
(1.0–2.0)

60–71 лет 2.0
(1.5–4.0)

3.0
(2.0–4.0)

2.0
(1.0–4.0)

3.0
(2.0–4.0)

4.0
(2.0–6.0)

1.0
(1.0–4.0)
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Наблюдалось значимое повышение уровня
экспрессии мРНК всех изучаемых β-субъединиц
протеасом у пациентов с ПРГ. Так, уровень экс-
прессии PSMB4 был в 8 и в 3 раза выше в опухоле-
вых тканях гортани в сравнении с гиперпластиче-
ски и диспластически измененным эпителием,
PSMB5 – в 4 и 2 раза, PSMB6 – в 8 и 4 раза и
PSMB7 – в 4 и 2 раза соответственно.

Особый интерес представляет изучение актив-
ностей протеасом, что может свидетельствовать
об их функциональном состоянии. В результате
проведенного исследования выявлено увеличение
ХТП и КП активностей внутриклеточных протеа-
сом в злокачественном эпителии гортани по
сравнению с условно-нормальной тканью в 2.4 и
3.4 раза, соответственно (табл. 4). В группе рака
гортани ХТП и КП активности возрастают в 2.3 и
2.6 раза, соответственно, по сравнению с ХГЗГ(D0),
а при сравнении с ХГЗГ(DI-III) – в 2.1 и 1.7 раза

соответственно. Полученные данные могут сви-
детельствовать о том, что протеасомы принимают
активное участие в развитие ПРГ.

На следующем этапе работы было проведено
исследование активностей циркулирующих про-
теасом, которые присутствуют в крови пациен-
тов. При опухолевых процессах раковые клетки
могут секретировать протеасомы во внеклеточное
пространство, также протеасомы могут выходить
в циркуляцию при распаде опухолевых клеток.
Кроме того, внеклеточные протеасомы могут по-
являться при разрушении микрочастиц, образо-
ванных в результате мембранного блеббинга или
в составе экзосом (Choi et al., 2021).

Данные, представленные в табл. 5, демонстри-
руют значимые изменения активностей циркули-
рующих протеасом в сыворотке крови пациентов
при ПРГ. ХТП и КП активности в 3.2 и 2.2 раза
выше в ПРГ при сравнении с группой контроля.

Таблица 3. Уровень экспрессии Β-субъединиц протеасом в группах больных в тканях плоскоклеточного рака гор-
тани и эпителия больных хроническими гиперпластическими заболеваниями гортани, ассоциированными с
дисплазией (ХГЗГ DI-III), без дисплазии (ХГЗГ D0), МЕ (Q1-Q3)

Примечание: * – значимость различий по сравнению с ХГЗГ(D0) и ХГЗГ(DI-III).

Группа больных n
Уровень экспрессии, усл. ед.

PSMB4 PSMB5 PSMB6 PSMB7

ХГЗГ(D0) 11 0.25
(0.15–0.5)

0.5
(0.15–0.75)

0.5
(0.13–1.0)

0.25
(0.15–0.5)

ХГЗГ(DI-III) 9 0.75
(0.5–1.0)

1.0
(0.75–1.0)

1.0
(0.5–1.0)

0.5
(0.5–1.0)

ПРГ 29 2.0*
(1.0–2.5)

2.0*
(2.0–4.0)

4.0*
(2.0–4.4)

1.0*
(1.0–4.0)

Таблица 4. Химотрипсинподобная (ХТП) и каспазаподобная (КП) активности протеасом в тканях плоскокле-
точного рака гортани и эпителия больных хроническими гиперпластическими заболеваниями гортани, ассоци-
ированными с дисплазией (ХГЗГ DI-III), без дисплазии (ХГЗГ D0), МЕ (Q1-Q3)

Примечания: Р1 – значимость различий больных ХГЗГ(D0), ХГЗГ(DI-III) и ПРГ по сравнению с условно-нормальной тка-
нью; Р2 – значимость различий больных ХГЗГ(D0), ХГЗГ(DI-III) с ПРГ.

Группа больных n
Активность протеасом, ×106 ед./мг

ХТП Р КП Р

Условно-нормальная 
ткань 49 70.3

(30.6–88.7)
101.2

(84.9–123.8)

ХГЗГ(D0) 11 72.3
(50.4–88.7)

130.7
(111.6–208.3) Р1 < 0.05

ХГЗГ(DI-III) 9 81.7
(78.3–86.1) Р1 < 0.05

198.5
(117.8–205.4) Р1 < 0.05

ПРГ 29 168.7
(121.4–274.0)

Р1 < 0.05
Р2 < 0.05

341.7
(245.8–435.7)

Р1 < 0.05
Р2 < 0.05
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Также для циркулирующих форм характерно по-
вышение ХТП активности в сыворотке крови па-
циентов с ПРГ по сравнению с больными
ХГЗГ(D0) (в 2.5 раза) и ХГЗГ(DI-III) (в 1.8 раза).

Проведение ROC-анализа продемонстрирова-
ло перспективы определения уровней изучаемых
показателей для различения больных ПРГ и ХГЗГ
(D0-DIII), результаты которого представлены на
рис. 1. При изучении значимости уровня экспрес-

сии субъединиц и активностей тканевых и цирку-
лирующих протеасом для прогнозирования пере-
хода предрака в рак было выявлено, что можно
классифицировать уровень экспрессии мРНК
PSMB5 и ХТП активность протеасом в качестве
достаточно сильных предикторов для определе-
ния пациента в группу онкологического риска.
Так, для уровня экспрессии мРНК PSMB5 AUC
(площадь под кривой) равна 0.934 ± 0.033, (p < 0.05,
ДИ = 0.870–0.999), чувствительность – 79.3%,
специфичность – 90%. Для ХТП активности про-
теасом в ткани AUC равна 0.953 ± 0.032 (p < 0.05,
ДИ = 0.892–1.000), чувствительность 91.3%, спе-
цифичность 90%.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Процесс неопластической трансформации,

который включает переход эпителия от дисплазии
до злокачественных новообразований, является от-
клонением от нормального онтогенеза и характери-
зуется сложными многоступенчатыми молекуляр-
ными процессами. Ярким примером опухолевой
трансформации эпителия является развитие
плоскоклеточного рака гортани. Непредсказуе-
мость биологического поведения измененной
ткани и возможности ее малигнизации в значитель-
ной степени обусловлена недостаточной изученно-
стью сложных механизмов опухолевого роста и от-
сутствием данных о степени вовлеченности в эти
процессы молекулярных и биохимических изме-
нений, происходящих в клетках при переходе
предрака в рак. Опухолевые клетки характеризу-
ются высоким уровнем метаболизма, связанным
с неконтролируемой пролиферацией и наруше-
нием регуляции многих клеточных процессов.
Быстрый обмен белков обеспечивается их дегра-
дацией протеолитическими системами, которые
играют ключевую роль в сохранности клеточного

Таблица 5. ХТП и КП активности циркулирующих протеасом в группах больных ХГЗГ(D0), ХГЗГ(DI-III) и ПРГ,
МЕ (Q1-Q3)

Примечания: Р1 – значимость различий группы ПРГ по сравнению с группой контроля; Р2 – значимость различий групп
ХГЗГ(D0) и ХГЗГ(DI-III) по сравнению с ПРГ.

Группа n
Активность циркулирующих протеасом, ×106 ед./мл

ХТП Р КП Р

Группа контроля 10 307.3
(213.4–368.7)

837.0
(629.0–1545.7)

ХГЗГ(D0) 11 398.3
(193.7–754.3) Р2 < 0.05

965.7
(765.7–1993.0)

ХГЗГ(DI-III) 9 564.7
(385.3–595.3) Р2 < 0.05

1372.7
(984.7–1894.3)

ПРГ 29 986.3
(578.3–1491.0) Р1 < 0.05

1924
(1333.0–3409.1) Р1 < 0.05

Рис. 1. ROC-кривые для определения оценки каче-
ства бинарной классификации PSMB5, ХТП актив-
ность протеасом в ткани предопухолевых и опухоле-
вых заболеваний гортани.
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протеома. Изучение уровня экспрессии генов
протеасом и определение их функциональной ак-
тивности в опухолевых и предопухолевых тканях
позволяет выяснить роль изучаемых показателей
в развитии рака гортани.

Для определения показателей в биопсийных
образцах был модифицирован метод анализа
ХТП и КП активностей протеасом для малых объ-
емов тканей. Было проведено исследование экс-
прессии генов субъединиц протеасом и определе-
ние ХТП и КП активностей в образцах диспла-
стически измененных и злокачественных тканей
гортани, полученных во время видеоларингоско-
пии. Также проведено сравнительное исследова-
ние активностей циркулирующих протеасом в тех
же группах больных.

Полученные результаты свидетельствуют о по-
вышении уровня экспрессии мРНК β-субъединиц,
ХТП и КП активностей тканевых и ХТП активности
циркулирующих протеасом у пациентов с ПРГ по
сравнению с эпителием больных хроническими
гиперпластическими заболеваниями гортани.

Следует отметить, что изменение активности
протеасом в развитии ПРГ через стадию предрака
имеет как сходство, так и отличие в сравнении с
изменениями функционирования протеасом в
раннем онтогенезе в норме. Так, ХТП активность
возрастает в обоих процессах, в то время как из-
менение КП активности носит разнонаправлен-
ный характер. Увеличиваясь на первой и второй
постнатальных неделях в процессе нормального
онтогенеза ряда органов, КП активность резко
падает к концу первого постнатального месяца
(Karpova et al., 2013; Karpov et al., 2022). В разви-
тии ПРГ отмечено только возрастание КП актив-
ности. Очевидно, нарезание белков после отри-
цательно заряженных аминокислотных остатков
с помощью КП центров протеасом существенно
для опухолевого процесса.

Ранее проводилось изучение уровня экспрес-
сии β-субъединиц протеасом в ткани рака почки
и показано его увеличение для опухолевых тканей
по сравнения с условно-нормальными (Guo et al.,
2022). Показано, что высокая экспрессия PSMB5
наблюдалась в ткани рака молочной железы и
предсказывала худшую выживаемость (Wang et al.,
2017). Также ранее нами было показано увеличе-
ние ХТП активности протеасом в различных зло-
качественных новообразованиях по сравнению с
неизмененной тканью (Спирина и др., 2012; Kon-
dakova et al., 2012). Вероятно, изменение структу-
ры и функции протеасом играет важную роль в
развитии рака.

В представленной работе методом ROC-анализа
показана связь экспрессии мРНК PSMB5, коди-
рующей ХТП активность протеасом и ХТП ак-
тивности тканевых протеасом с развитием рака
гортани у больных хроническими заболеваниями

гортани. Эти показатели можно рассматривать в
качестве кандидатных маркеров для прогноза раз-
вития рака гортани у больных предопухолевыми за-
болеваниями гортани, которые, в свою очередь,
могут лечь в основу разработки нового перспек-
тивного способа оценки риска развития рака гор-
тани.

ВЫВОДЫ
Таким образом, протеасомы вовлечены в про-

цессы отклонения от нормального онтогенеза и
играют важную роль в развитии рака гортани,
обуславливая переход предрака в рак. Уровни по-
казателей экспрессии мРНК субъединиц протеасом
и активность протеасом в тканях и в сыворотке
крови претерпевали существенные изменения в
группах ПРГ по сравнению с предопухолевыми
заболеваниями. Выявленные изменения в уровне
субъединиц протеасом и активности протеасом в
ткани рака гортани по сравнению с предопухоле-
выми заболеваниями могут стать основой для
разработки новых прогностических маркеров для
формирования групп повышенного онкологиче-
ского риска.
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Sharp Increase in Expression of Subunit Genes and Activity 
of Proteasomes in Laringeal Ontogeny Is Associated with the Development

of Squamous Cell Carcinoma
I. V. Kondakova1, *, E. A. Sidenko1, 3, T. M. Astakhova2, G. V. Kakurina1, 3, 
E. E. Sereda1, 3, O. V. Cheremisina1, E. L. Choynzonov1, 3, and N. P. Sharova2

1Cancer Research Institute, Tomsk National Research Medical Center of the Russian Academy of Sciences,
Tomsk, 634050 Russia

2Koltzov Institute of Developmental Biology of Russian Academy of Sciences, Moscow, 119334 Russia
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Proteasomes, the most important participants in protein catabolism, maintain proteostasis and regulate cel-
lular processes in ontogeny. Deviations in the functioning of proteasomes are associated with the develop-
ment of various pathologies, including a number of oncological diseases. In this work, we studied changes in
subunit gene expression and proteasome activity in laryngeal cancer tissue and epithelium of patients with
chronic hyperplastic diseases of the larynx, which are considered obligate precancer. The activity of circulat-
ing proteasomes was also studied in the same groups of patients. The level of gene expression was assessed
using quantitative reverse transcriptase PCR in real time. A method for assessing chymotrypsin-like (CTL)
and caspase-like (CL) activities of proteasomes has been modified for the analysis of small volumes of biopsy
samples. An increase in the level of expression of the proteasome genes (PSMB6, PSMB7, PSMB5, and
PSMB4) in the tissues of squamous cell carcinoma of the larynx was shown compared to pre-tumor samples.
An increase in CTL and CL activities of intracellular proteasomes in the malignant epithelium of the larynx
was also found in comparison with the conditionally normal tissue and with the epithelium of patients with
chronic hyperplastic diseases of the larynx. An increase in chymotrypsin-like activity was observed in circu-
lating proteasomes. ROC-analysis (Receiver operating characteristic) revealed the relationship between
PSMB5 mRNA expression and CTP activity of tissue proteasomes with the development of laryngeal cancer
in patients with chronic hyperplastic diseases of the larynx. In the future, it is possible to use these indicators
to develop a method for predicting the transition of precancer of the larynx to cancer.

Keywords: proteasome subunit gene expression, proteasome chymotrypsin-like activity, proteasome caspase-
like activity, laryngeal cancer, chronic hyperplastic diseases of the larynx


