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Цель настоящей работы – исследовать особенности пула протеасом злокачественных опухолей мо-
лочной железы на уникальной модели инбредных мышей BLRB/BYRB, характеризующихся высо-
кой вероятностью спонтанного развития этого типа рака. Обнаружено, что пул протеасом молоч-
ных желез относительно устойчив и не изменяется у мышей различного физиологического состоя-
ния: здоровых самок разных возрастов и самки-опухоленосителя. Однако при образовании
злокачественных опухолей эта устойчивость нарушается, и пул протеасом подвергается комплекс-
ным изменениям. В целом, он увеличивается по количеству протеолитических субчастиц. При этом
непропорционально сильнее возрастает его химотрипсинподобная активность, что указывает на
дополнительные механизмы ее регуляции. К таким механизмам можно отнести выявленную повы-
шенную экспрессию активаторов РА28αβ и 19S RC, а также изменение субъединичного состава
протеасом, обусловленное увеличением экспрессии иммунных субъединиц LMP2 и LMP7. Количе-
ство каждого из исследованных компонентов пула протеасом возрастало в опухоли по-разному. Наи-
более значительно увеличивалось количество двух компонентов – активатора 19S RC и субъединицы
LMP2, что указывает на перспективность их использования в качестве мишеней для терапии рака мо-
лочной железы. Вместе с тем, нельзя забывать, что эти компоненты важны и для жизнедеятельности
нормальных клеток. Поэтому при создании новых лекарственных препаратов следует попутно разра-
батывать приемы их адресной доставки к опухоли или иные способы безопасного применения.
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ВВЕДЕНИЕ
Выявление молекулярных механизмов воз-

никновения и роста злокачественных опухолей
различной этиологии является одной из наиболее
актуальных задач современной биологии разви-
тия. В этой связи представляется перспективным
исследование протеасом – “вездесущих” мульти-
субъединичных протеаз, осуществляющих важ-
нейший метаболический путь и теоретически
способных расщепить любой клеточный белок
(Kondakova et al., 2020). Клетки млекопитающих
обладают самым многочисленным набором мно-
жественных форм протеасом, различающихся
структурой и способами распознавания и гидро-
лиза тех или иных белковых субстратов. Особое
место в пуле протеасом млекопитающих принадле-
жит иммунным протеасомам, содержащим протео-
литические субъединицы LMP2 (β1i), LMP10
(MECL1, β2i) и LMP7 (β5i) соответственно вме-
сто субъединиц β1, β2 и β5 конститутивных про-

теасом (Tanaka, Kasahara, 1998). Иммунные проте-
асомы эффективно образуют антигенные эпитопы
для молекул главного комплекса гистосовмести-
мости (MHC) класса I и благодаря этому являются
важными участниками развития иммунных реак-
ций. Однако функции иммунных протеасом в им-
мунных процессах не ограничиваются образова-
нием антигенных эпитопов. Недавно обнаружено,
что форма иммунных протеасом с субъединицей
LMP2 (но не LMP7), экспрессирующаяся в клет-
ках аллотрансплантата у крыс, связана с развити-
ем иммунологической толерантности независи-
мо от донор-реципиентных различий (Astakhova
et al., 2019). Множественные формы протеасом
отличаются не только набором протеолитических
субъединиц, но и присутствием или отсутствием
различных регуляторов (Tanaka, 2009). Так, регу-
ляторный комплекс 19S (19S RC или активатор
РА700) распознает убиквитинированные полно-
размерные белки и осуществляет их продвижение
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в протеолитическую камеру протеасомы. Напро-
тив, активаторы РА28αβ и РА200 способствуют
утилизации небольших полипептидов независимо
от убиквитина. Для нормального функционирова-
ния организма необходимо поддержание соотно-
шения множественных форм протеасом, строго
определенного для каждого типа клеток.

Неудивительно, что в целом ряде опухолей
человека обнаружены изменения в пуле протеа-
сом по сравнению с контролем (Sharova et al.,
2011; Kondakova et al., 2014). В большинстве ис-
следованных опухолей выявлены повышенные
активность и экспрессия тотального пула проте-
асом. Для некоторых типов рака человека пока-
зано изменение субъединичного состава протеа-
сом. Вместе с тем, следует учитывать, что исследо-
вание злокачественных опухолей человека имеет
серьезное ограничение – отсутствие корректного
контроля. В качестве контроля, как правило, ис-
пользуется прилежащая к опухоли ткань, которую
можно рассматривать только как условно нор-
мальную. Поэтому в дополнение к образцам зло-
качественных тканей пациентов полезно изучение
модельных опухолей животных, позволяющих ис-
пользовать более адекватный контроль. Подобные
исследования важны для детального анализа и
сравнения тонких различий в экспрессии отдель-
ных субъединиц и/или субкомплексов протеасом
в злокачественных опухолях животных и челове-
ка, что может быть перспективно для разработки
новых способов терапии и диагностики онколо-
гических заболеваний.

Цель настоящей работы – исследовать особен-
ности пула протеасом злокачественных опухолей
молочной железы на уникальной модели инбред-
ных мышей BLRB/BYRB, характеризующихся вы-
сокой вероятностью спонтанного развития этого
типа рака (Moiseeva, 2009; Aronov et al., 2019).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Животные. Работу выполняли на опухолях

молочной железы самок инбредных мышей
близкородственных линий BLRB-Rb(8.17)1Iem и
BYRB-Rb(8.17)1Iem (далее BLRB и BYRB соот-
ветственно) (Festing, 1998; Moiseeva, 2009), харак-
теризующихся высокой частотой спонтанно про-
являющегося рака молочной железы у рожавших
самок (Aronov et al., 2019). Мыши поддерживались в
Институте биоорганической химии им. академиков
М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова Российской
академии наук в стандартных тщательно контроли-
руемых условиях вивария, еженедельно в колонии
стареющих самок выявляли вновь появляющиеся
опухоли молочной железы. Экспериментальные
манипуляции с животными проводили в соответ-
ствии с международными нормами (US Department
of Health and Human Services, National Institute of
Health Publication No. 93–23, revised 1985), прото-
кол исследования № 155/2014 был одобрен Ко-
миссией по биоэтике Института биоорганиче-
ской химии (http://www.ibch.ru/downloads/docu-
ments/553/Institutional_Policy_on_the_Use_of_
Laboratory_Animals.pdf). Использовали опухоли
молочной железы самок мышей в возрасте 14–
19 месяцев (табл. 1 и 2). Контролем служили ин-
тактные ткани молочных желез самок мышей в
возрасте 3 и 18 месяцев, не имеющих опухоли, а
также непораженные опухолью молочные железы
самки-опухоленосителя (табл. 1 и 2). Каждый об-
разец был разделен на четыре порции/фрагмента,
которые исследовали в независимых экспери-
ментах.

Антитела. Для Вестерн-блоттинга использова-
ли моноклональные антитела мыши к субъедини-
цам α1,2,3,5,6,7 протеасом, субъединице Rpt6 ре-
гулятора 19S RC, поликлональные антитела кроли-
ка к иммунным субъединицам LMP2 и LMP7
протеасом, субъединице РА28α активатора РА28αβ

Таблица 2. Описание образцов, взятых в эксперимент

Обозначение образца Номер мыши Ткань

I 1 Молочные железы нерожавшей самки
II 2 Молочные железы нерожавшей самки
III 5 Молочные железы без признаков рака самки-опухоленосителя
IV 3 Рак молочной железы
V 4 Рак молочной железы
VI 5 Рак молочной железы

Таблица 1. Описание самок мышей, взятых в экспери-
мент

Номер 
мыши Линия Возраст, 

месяцы

Размеры опухоли 
молочной железы, 

мм × мм × мм

1 BLRB 3 Нет
2 BLRB 18 Нет
3 BLRB 19 12 × 16 × 9
4 BLRB 14 12 × 16 × 8
5 BYRB 18 18 × 24 × 10
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(Enzo Life Sciences, США), моноклональные ан-
титела мыши к β-актину (Santa Cruz Biotechnolo-
gy, США), антитела козы к IgG мыши и кролика,
конъюгированные с пероксидазой (Amersham Bio-
sciences, Великобритания).

Определение химотрипсинподобной активности
протеасом. Осветленные гомогенаты тканей по-
лучали в соответствии с опубликованным прото-
колом (Karpova et al., 2012). Химотрипсинподоб-
ную (ХТП) активность протеасом определяли в 1,
1.5 и 2 мкл осветленных гомогенатов тканей по
гидролизу флуорогенного субстрата Suc-LLVY-
AMC (Sigma, США) в соответствии с методикой,
описанной П.А. Ероховым с соавторами (Erokhov
et al., 2017). Реакцию проводили в течение 20 ми-
нут при 37°С. В этих условиях значения ХТП ак-
тивности соответствовали прямолинейному от-
резку графика зависимости количества гидроли-
зуемого субстрата от времени реакции (Erokhov
et al., 2017), что позволило сравнивать активность
в разных пробах. Специфичность подтверждали с
помощью ингибитора ХТП активности протеа-
сом Z-leucyl-leucyl-leucinal (MG-132) (Sigma,
США). Остаточная ХТП активность в пробах в
присутствии 5 мкМ MG-132 составляла не более
10%. Увеличение концентрации ингибитора не
изменяло значений остаточной активности. ХТП
активность протеасом определяли как разницу
между полной активностью в отсутствие MG-132
и остаточной активностью в присутствии 5 мкМ
MG-132, выражали в количестве гидролизован-
ного субстрата и нормализовали на 100 мкл освет-
ленных гомогенатов.

Вестерн-блоттинг. После электрофореза
осветленных гомогенатов в 13%-ном ПААГ в
присутствии SDS (5 мкл на дорожку) полипепти-
ды переносили с помощью мокрого блоттинга на
нитроцеллюлозную мембрану. Обработку мем-
браны антителами к β-актину (1 : 1000), субъеди-
ницам протеасом (1 : 1000) и активаторов проте-
асом (1 : 1500) осуществляли стандартным методом
(Erokhov et al., 2017). Для выявления неспецифиче-
ского мечения белков проводили дополнительно
обработку мембраны после переноса полипепти-
дов антителами к IgG мыши. Оптическую плот-
ность полос на рентгеновской пленке анализиро-
вали с помощью стандартной программы ImageJ.

Статистический анализ. Статистическую обра-
ботку результатов проводили с помощью про-
граммного приложения Excel. Результаты пред-
ставлены как среднее значений, полученных в че-
тырех аналогичных экспериментах и измеренных
в трех параллельных пробах ± стандартная ошиб-
ка. Статистическую достоверность оценивали с
помощью однофакторного дисперсионного анали-
за, достоверными считали различия при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Активность протеасом в злокачественных опухо-

лях молочной железы мышей. В табл. 1 и 2 приве-
дено описание мышей и тканей, взятых в экспе-
римент. ХТП активность пула протеасом опухо-
лей молочной железы достоверно не отличалась у
исследованных самок мышей BLRB/BYRB, но в
три раза превышала ХТП активность контроль-
ных тканей молочной железы (рис. 1). Примеча-
тельно, что активность протеасом была одинако-
ва в молочных железах, взятых в качестве кон-
трольных, несмотря на то, что в это исследование
вошли, во-первых, мыши разных возрастов и, во-
вторых, мыши, не имеющие опухоли, и самка-опу-
холеноситель. Таким образом, ХТП активность пу-
ла протеасом поддерживается в устойчивом состо-
янии в молочных железах у мышей с указанными
физиологическими различиями, но значительно
нарушается при образовании патологической опу-
холевой ткани. Трехкратное повышение активно-
сти в опухоли могло быть связано как с аномально
высокой экспрессией протеолитических субчастиц
протеасом и/или изменением их субъединичного
состава, так и с увеличением экспрессии регулято-
ров активности протеасом. Следующая часть на-
стоящей работы посвящена выяснению этого во-
проса.

Особенности экспрессии субъединиц протеасом
и регуляторов активности протеасом в злокаче-
ственных опухолях молочной железы мышей. То-
тальный пул протеасом изучали Вестерн-блот-
тингом с использованием антител к субъедини-
цам α1,2,3,5,6,7, входящим в состав всех форм

Рис. 1. Химотрипсинподобная активность протеасом
в контрольных (I–III) и опухолевых тканях (IV–VI)
молочных желез мышей. Активность приведена для
100 мкл осветленных гомогенатов тканей как среднее ±
± стандартная ошибка. * Достоверное отличие от об-
разцов I, II и III (p < 0.05, n = 4).
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протеасом. Тем же методом с использованием со-
ответствующих антител исследовали экспрессию
протеолитических иммунных субъединиц LMP2
и LMP7, вызывающих наибольший интерес в свя-
зи с их функцией образования регуляторных пеп-
тидов. Кроме того, анализировали содержание
активатора 19S RC с помощью антител к одной из
его субъединиц – белку Rpt6, а также активатора
РА28αβ с помощью антител к субъединице РА28α
(рис. 2). Предварительное исследование неспеци-
фического связывания белков на мембране антите-
лами к IgG мыши выявило наличие меченых поли-
пептидов с молекулярной массой более 50 кДа, ло-
кализация которых не совпадала с локализацией
изучаемых субъединиц.

Обнаружено, что не только ХТП активность,
но и содержание каждого из указанных компо-

нентов пула протеасом одинаково в контрольных
тканях молочной железы независимо от физио-
логического состояния мышей (рис. 2, табл. 3),
что свидетельствует об устойчивости пула проте-
асом в целом. В опухолевых образцах все исследу-
емые параметры протеасом были достоверно уве-
личены, но по-разному. Так, тотальный пул про-
теасом оказался увеличенным только в 1.6 раз при
трехкратном повышении его ХТП активности, что
свидетельствует о сложной регуляции активности
протеасом дополнительными факторами при об-
разовании злокачественных опухолей молочной
железы.

Большой интерес представляет существенная
разница в изменении экспрессии иммунных субъ-
единиц LMP2 и LMP7. Если экспрессия субъеди-
ницы LMP2 увеличена в 2.6 раз, то субъединицы
LMP7 – всего лишь в 1.5 раза. Этот результат ука-
зывает на разные функции субтипов протеасом,
содержащих субъединицы LMP2 и LMP7. Похо-
жая закономерность была выявлена нами ранее
при исследовании злокачественной трансформа-
ции клеток печени под действием дипина у мы-
шей (Astakhova et al., 2010) и процесса роста па-
пиллярной карциномы щитовидной железы че-
ловека (Sharova et al., 2011). Понять разницу в
функциях данных субтипов иммунных протеасом
удалось лишь при изучении процесса развития то-
лерантности к аллотрансплантату на модели ин-
дукции донорспецифической толерантности у
крыс. Оказалось, что увеличение экспрессии про-
теасом с иммунной субъединицей LMP2 в клетках
трансплантата сопровождает развитие толерантно-
сти, а высокое содержание протеасом с субъедини-
цей LMP7 в лимфоцитарно-макрофагальном ин-
фильтрате связано с процессом отторжения
трансплантата (Karpova et al., 2012; Astakhova
et al., 2019). Мы полагаем, что в опухолевых клет-
ках так же, как и в клетках трансплантата, проте-

Рис. 2. Вестерн-блоты субъединиц протеасом и акти-
ваторов протеасом осветленных гомогенатов кон-
трольных (I–III) и опухолевых тканей (IV–VI) молоч-
ных желез мышей с использованием соответствую-
щих антител. Указаны молекулярные массы белков-
маркеров.

I II III IV V VI

–28

кДа

LMP7

LMP2

PA28α

β-Actin

α1,2,3,5,6,7

Rpt6

–28

–17

–28

–36

–36

Таблица 3. Содержание субъединиц протеасом и регуляторов активности протеасом в осветленных гомогенатах
контрольных и опухолевых тканей молочных желез

(a) За 100% принято содержание субъединиц в контрольном образце I. Содержание субъединиц нормализовано на содержа-
ние β-актина. Приведена стандартная ошибка среднего. * Достоверное отличие от соответствующих значений в образцах I,
II и III (p < 0.05, n = 4).

Субъединицы

Относительное содержание субъединиц в образцах, % (a)

молочные железы рак молочной железы

II III IV V VI

α1,2,3,5,6,7 96 ± 20 89 ± 19 153 ± 24* 159 ± 18* 151 ± 22*

LMP7 107 ± 11 104 ± 20 174 ± 32* 139 ± 12* 155 ± 15*

LMP2 98 ± 27 101 ± 11 265 ± 64* 295 ± 75* 230 ± 26*

PA28α 102 ± 14 106 ± 12 166 ± 30* 197 ± 43* 167 ± 36*

Rpt6 94 ± 31 117 ± 23 426 ± 42* 491 ± 99* 414 ± 87*
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асомы с субъединицей LMP2 продуцируют пеп-
тиды, которые, минуя молекулы MHC класса I,
выделяются в межклеточное пространство и по-
давляют активность инфильтрованных цитоток-
сических лимфоцитов. По-видимому, данную
функцию протеасомы, содержащие субъединицу
LMP2, выполняют совместно с активатором
РА28αβ, экспрессия которого также повышена в
опухолях молочных желез (рис. 2, табл. 3). Под-
тверждением этому предположению служат ре-
зультаты, указывающие на преимущественное
“нарезание” пептидов малой длины, не пригод-
ных для молекул MHC класса I, под действием
активатора РА28αβ по сравнению с 19S RC (Raule
et al., 2014).

Следует подчеркнуть, что во всех исследован-
ных опухолевых тканях экспрессия 19S RC увели-
чена наиболее значительно по сравнению с други-
ми компонентами (рис. 2, табл. 3). Это объяснимо,
поскольку активно делящиеся злокачественные
клетки требуют интенсивного белкового обмена, в
осуществлении которого важную роль играет 19S
RC, обеспечивая распознавание и утилизацию
убиквитинированных белков. В той или иной сте-
пени, экспрессия этого регулятора увеличена в
разных опухолевых клетках (Astakhova et al., 2010;
Sharova et al., 2011; Kondakova et al., 2014). Неудиви-
тельно, что соединения, повреждающие функции
19S RC, проявляют противоопухолевую актив-
ность, в том числе по отношению к злокачествен-
ным клеткам молочной железы мыши (Astakhova
et al., 2018).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данной работе впервые проведено детальное
исследование пула протеасом злокачественных

опухолей молочной железы по сравнению с кон-
трольными образцами на уникальной модели мы-
шей BLRB/BYRB. Обнаружен ряд важных фактов.
Во-первых, пул протеасом ткани молочной железы
характеризуется относительной устойчивостью и
не изменяется у мышей различного физиологиче-
ского состояния. Во-вторых, при спонтанном об-
разовании злокачественных опухолей молочной
железы пул протеасом “выбивается” из равнове-
сия и становится подчиненным нуждам раковых
клеток, что сопровождается его комплексным из-
менением. В целом, пул протеасом увеличивается
по количеству протеолитических субчастиц. При
этом непропорционально сильнее возрастает его
ХТП активность, что указывает на дополнитель-
ные механизмы ее регуляции. К таким механиз-
мам можно отнести выявленную повышенную
экспрессию активаторов РА28αβ и 19S RC, а так-
же изменение субъединичного состава протеа-
сом, обусловленное увеличением экспрессии им-
мунных субъединиц LMP2 и LMP7.

Необходимо отметить, что количество каждо-
го из исследованных компонентов пула протеа-
сом увеличивается до необходимого для опухоли
уровня (рис. 3). Наиболее сильно увеличено ко-
личество двух компонентов – активатора 19S RC
и иммунной субъединицы LMP2, что указывает
на перспективность их использования в качестве
мишеней для терапии рака молочной железы. Вме-
сте с тем, нельзя забывать о том, что это важные
компоненты и здоровых клеток. Например, актив-
ность субъединицы LMP2 связана с передачей сиг-
нала между нейронами (Erokhov et al., 2017). Поэто-
му при создании новых лекарственных препара-
тов следует учитывать необходимость разработки
приемов их адресной доставки к опухоли или
иных способов безопасного применения.

Рис. 3. Схема изменений, происходящих в пуле протеасом в спонтанных опухолях по сравнению с интактной тканью
молочной железы у мышей.
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Features of Proteasome Pool in Spontaneously Occurring Malignant Tumors
of the Mammary Gland in Mice
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The purpose of this work is to investigate the features of the proteasome pool in malignant tumors of mam-
mary glands on a unique model of inbred BLRB/BYRB mice characterized by a high probability of sponta-
neous development of this type of cancer. It was found that the proteasome pool of mammary glands was rel-
atively stable and it did not change in mice of various physiological state: normal females of different age and
tumor carrier. However, with the formation of malignant tumors, this stability is violated, and the proteasome
pool undergoes complex changes. In general, it increases in the number of proteolytic subparticles. At the
same time, its chymotrypsin-like activity increases disproportionately stronger, which indicates additional
mechanisms for its regulation. These mechanisms include the detected increased expression of activators
РА28αβ and 19S RC, as well as changes in the subunit composition of proteasomes due to increased expres-
sion of the immune subunits LMP2 and LMP7. The amount of each of the studied components in the pro-
teasome pool increased in the tumor in different ways. The most significant increase was observed in the
amount of two components – 19S RC activator and LMP2 subunit, which indicates the prospects of their use
as targets for breast cancer therapy. However, we must not forget that these components are also important
for the vital functions of normal cells. Therefore, when creating new drugs, we should simultaneously develop
methods for their targeted delivery to the tumor or other ways of safe use.

Keywords: immune proteasomes, proteasome regulators, proteasome activity, mammary cancer,
BLRB/BYRB mouse model


