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РЕЗЮМЕ

Актуальность. Кальпаиновая протеолитическая система играет важную роль в развитии злокачественных 
опухолей. В настоящее время диагностика рака верхних дыхательных путей на ранних стадиях проводится 
редко, заболевание часто характеризуется запущенностью опухолевого процесса. 

С целью поиска кандидатных маркеров перехода предопухолевых заболеваний в злокачественные изучали 
уровни экспрессии мРНК CAPN1, CAPN2 и общей активности кальпаинов в опухолевой ткани пациентов 
с плоскоклеточным раком головы и шеи (ПРГШ) и в диспластически измененном эпителии верхних дыха-
тельных путей.

Материалы и методы. В исследование были включены 32 пациента с ПРГШ (Т1-3N0-1М0), группу больных 
с предопухолевой патологией составили 12 пациентов с хроническими заболеваниями верхних отделов 
дыхательной системы, ассоциированными с диспластическими изменениями эпителия различной степени. 
Уровень экспрессии мРНК CAPN1 и CAPN2 оценивался с помощью полимеразной цепной реакции в ре-
жиме реального времени. Активность кальпаинов определяли по гидролизу флуорогенного олигопептида 
Suc-LLVY-AMC.

Результаты. Показано увеличение уровня экспрессии мРНК CAPN1 и CAPN2 (в 3 и 4 раза соответственно) 
в опухолевой ткани у пациентов с ПРГШ в сравнении с диспластически измененным эпителием верхних 
дыхательных путей. Также отмечен высокий уровень активности кальпаинов у больных ПРГШ, который 
в 4,4 раза превышал показатели, полученные для пациентов с диспластическими изменениями эпителия 
различной степени.

Заключение. Вероятно, увеличение уровня мРНК CAPN1 и CAPN2 и общей активности кальпаинов в опу-
холевых тканях пациентов с ПРГШ в сравнении с пациентами с хроническими заболеваниями, ассоции-
рованными с диспластическими изменениями различной степени, может играть важную роль в процессе 
перехода предрака в рак.  Для полного установления роли кальпаинов в канцерогенезе ПРГШ необходимо 
дальнейшее проведение подобных исследований в интактной ткани, что возможно только на эксперимен-
тальных моделях.  

Ключевые слова: плоскоклеточный рак головы и шеи, дисплазия эпителия, активность кальпаинов, экс-
прессия мРНК CAPN1 и CAPN2.
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ABSTRACT 

Background. The calpain proteolytic system plays an important role in the development of cancer.  Detection of 
early cancer in the upper respiratory tract is often challenging, as symptoms are largely non-specific, and most cases 
are diagnosed at an advanced stage. 

Aim. To identify candidate markers of transition from premalignant lesions to invasive carcinoma, we studied 
mRNA expression levels of CAPN1 and CAPN2 and the total activity of calpains in the tumor tissues of patients 
with head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) and in the epithelial dysplasia-affected tissues of patients 
with chronic diseases of the upper respiratory tract.

Materials and methods. The study included 32 patients with HNSCC (Т1-3N0-1М0) and 12 patients with chronic 
diseases of the upper respiratory system associated with epithelial dysplasia. The expression levels of CAPN1 and 
CAPN2 were assessed using real-time polymerase chain reaction (PCR). The calpain activity was determined by 
hydrolysis of the fluorogenic Suc-LLVY-AMC oligopeptide. 

Results. The mRNA expression levels of CAPN1 and CAPN2 were respectively 3 and 4 times higher in the tumor 
tissue of patients with HNSCC than in the tissue of patients with endothelial dysplasia in the upper respiratory tract.  
The level of calpain activity was 4.4 times higher in patients with HNSCC than in patients with epithelial dysplasia 
of different severity. 

Conclusion. The elevated mRNA expression levels of CAPN1 and CAPN2 and their activity in the tumor tissues 
of patients with HNSCC compared to patients with chronic respiratory diseases associated with epithelial dysplasia 
are likely to characterize a high potential for transition from precancerous lesion to cancer. To clarify the role of 
calpains in the carcinogenesis of HNSCC, further studies of intact tissues using animal models are required. 

Key words: head and neck squamous cell carcinoma, epithelial dysplasia, calpain activity, mRNA expression of 
CAPN1 and CAPN2. 
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ВВЕДЕНИЕ

Плоскоклеточный рак головы и шеи (ПРГШ) за-
нимает 6-е место по распространенности злокаче-
ственных новообразований во всем мире, ежегодно 
регистрируется более 500 тыс. новых случаев [1, 2]. 
Одними из основных его локализаций являются гор-
тань и гортаноглотка [3]. Несмотря на доступность 
визуальных и инструментальных исследований, ди-
агностика рака верхних дыхательных путей на ран-
них стадиях проводится редко, заболевание часто 
характеризуется запущенностью опухолевого про-
цесса [4]. Механизм опухолевой трансформации от 
диспластических изменений эпителия до рака оста-
ется мало изученным. Считается, что он представля-
ет собой ступенчатый процесс, в котором за генети-
ческими повреждениями следуют морфологические 
изменения в плоском эпителии [5]. Наличие диспла-
зии в слизистой оболочке гортани, гортаноглотки, 
ротоглотки позволяет отнести пациента в группу он-
кологического риска [6]. 

Большое влияние на опухолевую трансформа-
цию оказывают протеолитические системы, кото-
рые способны регулировать множество молекуляр-
ных и клеточных процессов. Значимой системой 
специфического внутриклеточного протеолиза яв-
ляется кальпаиновая система, которая вовлечена в 
развитие и прогрессирование опухолей различных 
локализаций [7]. Кальпаины – это цитоплазмати-
ческие цистеиновые протеазы, для активности ко-
торых требуются ионы кальция. Протеолиз, осу-
ществляемый кальпаинами, является частичным, 
не деградирующим белок, а лишь изменяющим его 
структуру, таким образом, это протеазы-«модуля-
торы» [8]. 

В семействе кальпаинов существуют повсемест-
но экспрессируемые изоформы (μ-кальпаин (каль-
паин 1) и μ-кальпаин (кальпаин 2)) и тканеспеци-
фичные изоформы (кальпаин 9, обнаруживаемый в 
органах пищеварительного тракта) [9]. Хотя многие 
функции кальпаинов и механизмов, контролирую-
щих протеолитическую активность, еще предстоит 
выяснить, экспериментальные исследования проде-
монстрировали четкую роль кальпаинов в ряде важ-
ных клеточных процессов, включая пролиферацию, 
дифференцировку, репарацию ДНК и апоптоз [10, 
11]. Кальпаины играют важную роль в прогрессиро-
вании злокачественных опухолей [12–14].  

Несмотря на активное изучение кальпаиновой 
системы, в настоящее время нет достаточного коли-
чества данных, свидетельствующих об изменениях 
уровня экспрессии и активности кальпаинов у паци-
ентов с ПРГШ и хроническими заболеваниями, ас-

социированными с диспластическими изменениями 
различной степени. Таким образом, целью данного 
исследования явилась оценка уровня экспрессии 
мРНК CAPN1 и CAPN2 и активности кальпаинов в 
опухолевой ткани пациентов с ПРГШ (Т1-3N0-1М0) и 
диспластически измененном эпителии верхних ды-
хательных путей (DI-II). 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В исследование были включены 32 пациента с 

ПРГШ (Т1-3N0-1М0) и 12 больных с предопухолевой 
патологией – хроническими заболеваниями верхних 
отделов дыхательной системы, ассоциированными с 
диспластическими изменениями эпителия различной 
степени (DI-II), поступившими на лечение в НИИ 
онкологии Томского НИМЦ. Все пациенты были с 
гистологически верифицированным диагнозом и до 
настоящего исследования не получали специального 
лечения. Средний возраст обследованных пациентов 
составил (56,3 ± 7,2) лет. 

Работа проведена с соблюдением принципов до-
бровольности и конфиденциальности в соответствии  
с «Основами законодательства РФ об охране здо-
ровья граждан» (Указ Президента РФ от 24.12.1993  
№ 2288), получено разрешение этического комитета 
института. 

Материалом для исследования явилась опухо-
левая и неизмененная, условно-нормальная ткань, 
полученная при видеоларингоскопии с помощью 
биопсии по утвержденному протоколу. Анализ экс-
прессии генов кальпаинов (CAPN1, CAPN2) про-
водился методом полимеразной цепной реакции в 
реальном времени (ПЦР-РВ) с интеркалирующим 
красителем SYBR Green I (БиоМастер HS-qPCR 
SYBR Blue (2×); Биолабмикс, Новосибирск). Выде-
ление суммарного пула РНК из образцов тканей про-
водили с помощью реагента «ЛИРА» (Биолабмикс, 
Новосибирск). Концентрацию и качество выделен-
ной РНК оценивали на спектрофотометре NanoDrop 
2000C, (Thermo Scientific, США). Для получения 
кДНК из мРНК проводили реакцию обратной транс-
крипции с использованием готовой реакционной 
смеси ОТ M-MuLV-RH (Биолабмикс, Новосибирск). 
Праймеры для ПЦР-РВ были подобраны с использо-
ванием специализированных программ Vector NTI 
Advance 11,5 и базы данных NCBI (табл. 1). 

Уровень экспрессии целевых генов рассчитыва-
ли по формуле 2ΔΔСt [15] и выражали в условных 
единицах. В качестве гена-рефери использовали ген 
«домашнего хозяйства» фермента GAPDH, и уро-
вень экспрессии каждого целевого гена был норма-
лизован по отношению к экспрессии GAPDH.
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Т а б л и ц а  1

Последовательность праймеров исследованных генов
Ген Праймеры

CAPN1
NM_001198868.2

F 5ʹ- AGAGCCTGGGTTACAAG -3ʹ
R 5ʹ- TGTCGTTGAGAGTGAGG -3ʹ

CAPN2
NM_001146068.1

F 5ʹ- ATGCTAGATTCGGACGGGAG-3ʹ
R 5ʹ- TGGAGTTGACAGGGCATCTT-3ʹ

GAPDH
NM_001256799.3

F 5ʹ- GGAAGTCAGGTGGAGCGA-3ʹ
R 5ʹ-GCAACAATATCCACTTTACCAGA-3ʹ

Примечание .  NM – номер последовательности РНК в NCBI; 
F – прямой праймер; R – обратный праймер.

Активность кальпаинов определяли в осветлен-
ных гомогенатах тканей по гидролизу флуороген-
ного олигопептида Suc-LLVY-AMC (Sigma, США). 
Реакционную смесь, содержавшую 3 mМ Suc-LLVY-
AMC и 5 мкл супернатанта, инкубировали при 25 °С  
в течение 30 мин в присутствии или отсутствии  
10 мМ CaCl2 и 5 mМ ингибитора N-аце-
тил-Leu-Leu-норлейцинала (Sigma, США). Образо-
вавшийся продукт регистрировали на флуориметре 
Hitachi-850 (Япония) при длине волны возбуждения 
380 нм и эмиссии 440 нм. Активность кальпаинов 
определяли в пробах с 10 мМ CaCl2 и с ингибито-
ром. За единицу активности принимали количество 
фермента, при котором гидролизуется 1 нмоль Suc-
LLVY-AMC в течение 1 мин. Удельную активность 
выражали в единицах активности на 1 мг белка. Со-
держание белка определяли по методу Лоури.

Статистическую обработку результатов прово-
дили с применением пакета программ Statistica 10.0. 
Результаты представлены как медиана и интерквар-
тильный размах Me (Q1–Q3). С помощью критерия 
Краскела –Уоллиса были обнаружены статистически 
значимые различия между исследуемыми группами. 
Для дальнейшего попарного сравнения был приме-
нен непараметрический критерий Манна – Уитни с 
учетом поправки на множественные сравнения (по-
правка Бонферрони). Различия считались значимы-
ми при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Анализ уровня экспрессии мРНК CAPN1 и 

CAPN2 в диспластически измененном эпителии 
(DI-II) и опухолевой ткани (Т1-3N0-1М0) показал на-
личие статистически значимых различий в пред-
ставленных группах (табл. 2). Так, уровень экспрес-
сии CAPN1 и CAPN2 в опухолевой ткани ПРГШ  
(Т1-3N0-1М0) увеличивался почти в 3 и 4 раза, соот-
ветственно, по сравнению с диспластически изме-
ненным эпителием верхних дыхательных путей. 
В опухолевых тканях у пациентов со стадиями  

Т2N0-1М0 и Т3N0-1М0 отмечен высокий уровень экс-
прессии CAPN1, в 2 и 4 раза, соответственно, пре-
вышающий показатели, полученные при анализе 
экспрессии в диспластическом эпителии (DI-II). 
Уровень экспрессии CAPN2 значимо увеличивал-
ся у пациентов со стадиями Т1N0-1М0 и Т3N0-1М0  
(в 4 раза) по сравнению с дисплазиями различной 
степени. Самый высокий показатель экспрессии как 
для CAPN1, так и для CAPN2 наблюдался у боль-
ных со стадией Т3N0-1М0. Для CAPN1 характерна 
тенденция к увеличению в зависимости от размера 
опухоли. Также можно отметить, что для CAPN2 в 
злокачественном эпителии верхних дыхательных 
путей экспрессия наиболее выражена в сравнении 
с экспрессией CAPN1, что может свидетельствовать 
об определенной специфичности изучаемого гена. 

Полученные данные демонстрируют вовлечен-
ность компонентов кальпаиновой системы в патоге-
нез опухолей головы и шеи, что согласуется с дан-
ными литературы [10, 16, 17]. Это позволяет сделать 
вывод о преимущественном участии кальпаинов в 
процессах, свойственных злокачественным тканям. 
По мнению многих авторов, к ним в основном от-
носятся: нарушение межклеточной адгезии, пере-
стройка актинового цитоскелета, морфологическая 
трансформация и клеточная миграция, поскольку 
кальпаины деградируют белки, участвующие в этих 
процессах [8, 10].

Т а б л и ц а  2

Экспрессия мРНК CAPN1 и CAPN2 в тканях пациентов  
в злокачественном и диспластически измененном эпителии 

верхних дыхательных путей, Me (Q1–Q3)

Группа 
Уровень экспрессии, усл. ед.

CAPN1 CAPN2 
Дисплазия эпителия  
(DI-II),  n = 12 0,5 (0,08–0,86) 0,5 (0,06–0,95)

ПРГШ (Т1-3N0-1М0), n = 32 1,58 (0,25–10,98)
р = 0,021

1,94 (0,25–4,12) 
р  = 0,045

Т1N0-1М0,  n = 10 0,59 (0,25–5,0) 2,09 (0,51–5,68)
р = 0,043

Т2N0-1М0,  n = 11 1,0 (0,25–11,88)
р = 0,041 0,52 (0,19–2,27)

Т3N0-1М0,  n = 11 1,92 (0,53–10,98)
р = 0,021

2,14 (0,28–5,13) 
  р = 0,046

Примечание . Уровень значимости различий показателей в 
сравнении с группой «Дисплазия эпителия (DI-II)» – p.

Анализ общей активности кальпаинов в биопсий-
ном материале пациентов показал значимые разли-
чия между ПРГШ (Т1-3N0-1М0) и дисплазией эпителия 
(DI-II) (рис.). На диаграмме а показано изменение 
активности кальпаинов в зависимости от распро-
странения опухолевого процесса в сравнении с дис-
пластически измененным эпителием.  У пациентов 
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со стадией T3N0-1M0 наблюдался самый высокий по-
казатель активности кальпаинов. Также на этой ди-
аграмме прослеживалась тенденция к увеличению 
активности кальпаинов в зависимости от размера 
опухоли. Диаграмма b отражает общий показатель 
активности кальпаинов у пациентов с ПРГШ, кото-
рый составлял 125,7 × 103 Ед/мг белка, что в 4,4 раза 
больше в сравнении с пациентами с диспластически-
ми изменениями эпителия. 

Полученные результаты согласуются с литера-
турными данными. В исследованиях В.Д. Коваль и 
соавт. выявлено, что активность кальпаинов у паци-
ентов с гиперпластическими процессами эндометрия 
почти в 12 раз больше в сравнении с пациентами, у 
которых был диагностирован рак эндометрия [18]. 
Повышение активности компонентов кальпаино-
вой системы было также продемонстрировано в 
различных типах опухолей, таких как менингиома, 
почечно-клеточный рак, колоректальные аденокар-
циномы, рак эндометрия, рак желудка, рак молочной 

железы по сравнению с условно-нормальной тканью 
[10, 12, 13, 19]. Участие кальпаинов в развитии зло-
качественных опухолей обусловлено их важной ро-
лью в различных клеточных физиологических про-
цессах. Кальпаины потенциально распознают более 
200 субстратов, что подтверждено исследованиями 
in vitro [11]. 

Среди белков, идентифицированных как суб-
страты кальпаинов, находятся транскрипционные 
факторы, трансмембранные рецепторы, компоненты 
сигнальных путей и белки цитоскелета. Кальпаины 
функционируют взаимосвязанно с другими внутри-
клеточными протеазами, в частности с протеасома-
ми. При этом в злокачественной ткани образуется 
комплекс, представленный ферментами различных 
каталитических типов, получивший название «рако-
вый деградом» [7]. Компоненты «ракового деградо-
ма» обеспечивают эффективный протеолиз в течение 
опухолевой прогрессии, включая процессы инвазии 
и метастазирования.

      а  b
Рисунок. Активность кальпаинов в биопсийном материале у пациентов с диспластически измененным эпителием верхних 
дыхательных путей (DI-II) и плоскоклеточным раком головы и шеи (Т1-3N0-1М0):  – значимость различий в сравнении с 

группой «Дисплазия эпителия DI-II», р  < 0,05

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты, полученные в этом исследовании, 
свидетельствуют о значительном различии уровня 
экспрессии и активности компонентов кальпаино-
вой системы между злокачественными и диспласти-
чески измененными тканями верхних дыхательных 
путей. Вероятно, увеличение уровня мРНК CAPN1 
и CAPN2 и общей активности кальпаинов в опу-
холевых тканях пациентов с ПРГШ в сравнении с 
пациентами с хроническими заболеваниями, ассо-

циированными с диспластическими изменениями 
различной степени, может играть важную роль в 
процессе перехода предрака в рак.  Однако для пол-
ного установления роли кальпаинов в канцерогене-
зе ПРГШ необходимо проведение подобных иссле-
дований в интактной ткани, что возможно только 
на экспериментальных моделях.  Представленные 
данные указывают на непосредственное участие 
кальпаиновой системы в развитии опухолевых забо-
леваний области головы и шеи. В дальнейшем на ос-
нове данных показателей перспективна разработка 
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критериев риска злокачественной трансформации у 
пациентов с предопухолевыми заболеваниями верх-
них дыхательных путей. 
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