
ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2013, Т. 59, № 5 11

УДК 616.441-006.6:612.015.1

О.В. Калініченко, Т.М. Мишуніна, М.Д. Тронько

Зміни активності цистеїнових катепсинів  
в лізосомах папілярних карцином  
щитоподібної залози з різними біологічними  
характеристиками

Для з’ясування можливої ролі цистеїнових катепсинів Н, В і L у протеолітичних процесах, які сприя-
ють пухлинному росту у щитоподібній залозі, досліджена їх активність у лізосомах, виділених з 
тканини папілярних карцином. Показано, що для цих ферментів існує певна залежність змін актив-
ності від низки біологічних характеристик пухлин. Так, різке зростання активності катепсину Н 
відмічено у лізосомах з тканини карцином категорії Т2 і Т3, за інтра- і екстратиреоїдної, а також 
лімфатичної інвазії пухлинних клітин; катепсину В – у лізосомах з тканини карцином гетерогенної 
будови, особливо при наявності солідних ділянок, порівняно з пухлинами типової папілярної будови 
та у лізосомах з тканини карцином за їх інтратиреоїдної, а катепсину L – за екстратиреоїдної 
інвазії. Загальною особливістю для вивчених катепсинів є підвищення їх активності в лізосомах з 
тканини неінкапсульованих карцином. Зазначені ферменти, певно, не беруть участь у інвазії до 
кровоносних судин і у механізмах метастазування пухлин до реґіонарних лімфовузлів: про останнє 
свідчить відсутність змін активності катепсинів у лізосомах з тканини карцином категорії N1. 
Отримані результати вказують на різну роль катепсинів Н, В і L у тиреоїдному канцерогенезі, де 
кожен фермент має свою специфічну функцію.
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ВСТУП

Відомо, що цистеїнові лізосомальні катепси-
ни, поряд з системою активації плазміногену і 
матриксними металопротеїназами, займають 
одне з чільних місць у механізмах пухлинного 
росту. З підвищеною властивістю трансфор-
мованих клітин синтезувати і секретувати 
лізосомальні катепсини пов’язують інвазію 
і метастазування солідних пухлин різної 
локалізації.

Загалом вважають, що чим вищий синтез 
лізосомальних катепсинів, тим агресивніший 
фенотип має пухлина. Є свідчення про роль 
цих ферментів не тільки на пізніх, але і на 
ранніх стадіях її розвитку [26]. Показано, що 
активація онкогена RAS змінює функцію лі-
зосом [31], локалізація яких у ракових кліти-
нах, особливо у клітинах, які розташовані по 

краю пухлини, змінюється з навколоядерної 
на периферичну [19]. Знайдені відмінності 
у складі ізоформ ферментів, їх фізико-хіміч-
них і кінетичних властивостей, які проявля-
ються вже на початкових етапах злоякісної 
трансформації [24]. При цьому показана 
можливість виходу з лізосом проферментів, 
які стабільніші і менше підпадають під дію 
ендогенних інгібіторів, ніж зрілі форми фер-
ментів [20]. Подібні зміни, поряд зі знижен-
ням рН середовища клітини, призводять до 
переміщення ферментів з лізосом, їх асоціації 
з мембраною пухлинної клітини і секреції з 
неї [12, 28, 36].

Основні процеси, що супроводжують 
участь катепсинів, зокрема і цистеїнових, у 
деструкції білків позаклітинного матриксу 
(колагену, еластину, ламініну, фібронектину, 
колагену IV типу, протеогліканів) і лізису 

©  О.В. Калініченко, Т.М. Мишуніна, М.Д. Тронько



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2013, Т. 59, № 512

базальної мембрани, відомі [14, 23, 25], проте 
залишається нез’ясованою роль конкретних 
ферментів у прямому протеолізі компонен-
тів позаклітинного матриксу, в інактивації 
білків міжклітинної адгезії (E-кадхерину), в 
ініціації протеолітичного каскаду за участю 
інших протеаз (матриксні металопротеїнази, 
урокінази, протеїнази фибринолізу і згортан-
ня крові тощо). Результати експерименталь-
них досліджень, проведених на трансгенних 
моделях пухлин у мишей, дали можливість 
зробити висновок, що індивідуальні гени 
цистеїнових катепсинів беруть участь у 
канцерогенезі і кожен фермент має свою 
особливу функцію в його ключових проце-
сах – проліферації, апоптозі, неоангіогенезі 
чи інвазії [15, 36]. 

Водночас участь лізосомальних цистеїно-
вих катепсинів в агресивній поведінці пухлин 
різної локалізації, гістологічної будови чи 
рівня диференціювання ще недостатньо вив-
чена. У деяких дослідженнях не фіксували 
збільшення вмісту цистеїнових катепсинів, 
проте низька експресія мРНК була зкомпен-
сована високою активністю ферментів, при 
цьому деградація їх субстратів відбувалася у 
10 разів швидше [11]. Крім того, встановлено, 
що ступінь активації цих ферментів прямо 
пропорційна терапевтичному ефекту препа-
ратів, що застосовуються при лікуванні раку 
[1]; проте за іншими даними саме досягнення 
гальмування активності катепсинів чи виклю-
чення функції генів, що їх кодують, є важли-
вою стратегією протипухлинної терапії [22] .

Результати дослідження змін функціо-
нального стану цистеїнових катепсинів у зло-
якісних пухлинах щитоподібної залози (ЩЗ) 
не відображають цілісну картину щодо їх 
можливої специфічної ролі в процесах злоя-
кісної трансформації, росту і метастазування 
тиреоїдних пухлин. Так, показано, що загаль-
на активність катепсинів у тканині карцином 
ЩЗ підвищена у 6 разів порівняно з нормаль-
ною тканиною залози [4], збільшена вона 
також у тканині карцином ЩЗ щурів [33]. 
Зміни експресії катепсину L спостерігали за 

дії чинників, що впливають на проліферацію, 
диференціювання і дедиференціювання клі-
тин злоякісної пухлини ЩЗ [27]. Активність 
катепсину L підвищена в тканині папілярних 
[5] і фолікулярних [30] карцином, а катепсину 
В вища удвічі за фолікулярної і у 5-15 разів 
за папілярної карцином [29, 30]. В них також 
збільшена експресія катепсину В [32].

У трансформованій клітині (досліди 
на клітинних лініях карцином ЩЗ) зміню-
ються шляхи внутрішньоклітинного пере-
міщення різних форм катепсину В, що на 
думку авторів є важливим для виникнення 
і прогресування злоякісного процесу [34]. 
Постулюється також важлива роль ядерної 
локалізації катепсинів у виникненні карци-
ном ЩЗ за рахунок або модифікації під впли-
вом катепсину В білків, які пов’язані з ДНК 
[35], або модифікації під впливом катепсину 
L ядерного транскрипційного фактора CDP/
CUX, надекспресія якого прискорює входжен-
ня клітини в S-фазу [16].

Активність деяких цистеїнових катепси-
нів (W і X) значно вища у „післячорнобиль-
ських” карциномах ЩЗ порівняно з такою в 
спорадичних пухлинах. Це поряд з активі-
зацією металопротеїназ 1, 9 і 13 вважають 
особливістю радіоіндукованих карцином [9]. 
Катепсин В також включений до білків, які 
вважають маркерами тиреоїдної трансфор-
мації [10, 32].

Незначна частина досліджень присвячена 
з’ясуванню ролі цистеїнових катепсинів у 
інвазії та метастазуванні карцином ЩЗ. Так, 
повідомлено про підвищення активності 
катепсину В у пухлині при екстракапсу-
лярному її розповсюдженні [21]. Механізм 
останнього пов’язують зі збільшенням під 
дією катепсину L деградації еластину [8]; 
вплив деяких препаратів, спрямованих на 
зниження рухливості тиреоїдних пухлинних 
клітин, також опосередкований зниженням 
вмісту прокатепсину L [13]. 

У попередніх дослідженнях ми встанови-
ли, що активність катепсинів Н, В і L у тка-
нині папілярних карцином є збільшеною [6]. 
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Метою цієї роботи було з’ясувати залежність 
цих змін у лізосомах з тканини папілярних 
карцином ЩЗ, які мають різні біологічні 
характеристики.

МЕТОДИКА

Досліджено зразки тканини 21-ї папіляр-
ної карциноми та 9 зразків позапухлинної 
незміненої тканини ЩЗ нормофолікулярної 
будови. Вміст тиротропіну та тиреоїдних 
гормонів у крові пацієнтів, тканина ЩЗ яких 
досліджена, не виходив за межі референтних 
значень здорових осіб. На проведення до-
сліджень було отримано дозвіл від Комітету 
з питань біоетики ДУ «Інститут ендокрино-
логії та обміну речовин ім. В.П. Комісаренка 
НАМН України». 

Тканину ЩЗ промивали охолодженим фі-
зіологічним розчином, зважували, подрібню-
вали та гомогенізували у 10-кратному об’ємі 
середовища такого складу (ммоль/л): цукроза 
– 250, тріс-НCl-буфер – 20, ЕДТА-Na2 – 1 (рН 
7,4). Фракцію лізосом виділяли загально-
прийнятим методом диференціального цен-
трифугування, осад органел суспендували у 
середовищі виділення, яке не містило ЕДТА. 
Всі процедури проводили при 4 oС. 

Активність катепсинів визначали за мето-
дичними принципами, які викладені в праці 
Barret і Kirschke [7], із субстратами – L-лейцин-
4-нітроанілід (катепсин Н), N2-бензоіл-DL-
аргінін-4-нітроанілід (катепсин В) і азоказеїн, 
6%-й розчин якого був денатурований 6-ти 
молярним розчином сечовини (катепсин L). 
Активність катепсинів Н і В виражали у мі-
кромолях паранітроаніліну, який відщепився 
від субстрату за годину інкубації, на 1 мг 
білка, а катепсину L – в одиницях абсорбції 
низькомолекулярних пептидів, що утворилися 
за годину інкубації і не осаджуються трихло-
роцтовою кислотою, на 1 мг білка. Вміст білка 
у суспензії лізосом встановлювали за однією з 
модифікацій методу Лоурі [17]. 

Одержані результати опрацьовані ста-
тистично з використанням критерію t Стью-

дента чи непараметричного критерію U Віл-
коксона–Манна–Уїтні. Вірогідно значимою 
вважали різницю при Р < 0,05. При аналізі 
отриманих результатів враховували висно-
вки патолога щодо результатів дослідження 
післяопераційного матеріалу. 

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕННЯ

Перед викладенням та аналізом результатів 
досліджень зазначимо, що при розподілі 
зразків тканин по групах враховували лише 
один з показників (будова тканини, категорія 
пухлини ТNM, наявність капсули, а також 
інвазії у кровоносні і лімфатичні судини, 
розповсюдження пухлинних клітин по залозі 
та за її межі у м’які тканини), розуміючи 
при цьому, що поряд із досліджуваною ха-
рактеристикою зразки тканини мають і інші. 
Проте у реальних умовах неможливо скласти 
вибірки, в яких зразки пухлинної тканини ЩЗ 
у кожній з груп мали б лише одну з таких ха-
рактеристик, тому, на нашу думку, подібним 
аналізом, незважаючи на його гетерогенність, 
можна все ж отримати певну інформацію.

Активність усіх досліджених катепсинів 
в лізосомах з тканини папілярних карцином 
ЩЗ збільшена. Найсуттєвіше підвищення 
(у 2,8 раза) спостерігали для катепсину Н 
(44,3±12,8 мікромоль паранітроаніліну/
(год•мг білка) і 124,1±17,2 мікромоль парані-
троаніліну/(год•мг білка), Р < 0,05 відповідно 
у позапухлинній та пухлинній тканині), мен-
ше – для катепсинів В (21,3±3,6 мікромоль 
паранітроаніліну/(год•мг білка) і 47,5±9,3 
мікромоль паранітроаніліну/(год•мг білка), 
Р < 0,05) і L (0,66±0,09 одиниць абсорбції/
(год•мг білка) і 1,12±0,11 одиниць абсорбції/
(год•мг білка), Р < 0,05). 

Встановлено, що збільшення активності 
катепсину Н у лізосомах з тканини карцином 
не залежить від їх будови, тоді як високу 
активність катепсину В спостерігали в лі-
зосомах з пухлин фолікулярно-папілярної і 
гетерогенної будови з наявністю солідних 
ділянок, а катепсину L – лише в лізосомах 
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з карцином фолікулярно-папілярної будови 
(рис. 1, а). Активність ферментів у лізосомах 
з пухлин категорії Т1-Т3 була суттєво вищою 
за норму, за винятком такої для катепсину Н у 
лізосомах з карцином категорії Т1, яка не від-
різнялася від відповідної величини в лізосо-
мах з незміненої тканини ЩЗ (див. рис. 1, б). 

Активність усіх трьох катепсинів вища в 
лізосомах з тканини неінкапсульованих па-

пілярних карцином (див. рис. 1, в), в той час 
як при розповсюдженні пухлинних клітин по 
залозі, так і без такого активність ферментів 
у лізосомах виявилася високою (за винятком 
катепсину В у лізосомах з пухлин без інтра-
тиреоїдної інвазії) (див. рис. 1, г). При цьому 
відмічено, що за умов розповсюдження пух-
линних клітин по залозі активність катепсину 
Н у лізосомах з таких карцином суттєво вища, 

Рис. 1. Зміни активності цистеїнових катепсинів у лізосомах з папілярних карцином різної будови (а), різної категорії Т 
(б), за наявності капсули (в), за розповсюдження по залозі (г): I – катепсин Н, II – катепсин В, III – катепсин L; 1 – кар-
циноми типової папілярної будови, 2 – карциноми фолікулярно-папілярної будови, 3 – карциноми гетерогенної будови з 
солідними ділянками. –  – ознаки немає, + – ознака є, К – контроль.*Р<0,05 порівняно з контролем, **Р<0,05 порівняно 
з карциномами типової папілярної будови чи карциномами категорії Т1, чи карциномами за відсутності ознаки 
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ніж у лізосомах з пухлин без інтратиреоїдної 
інвазії. Не відмічено різниці у підвищенні 
активності ферментів у лізосомах з пухлин 
за умов наявності чи відсутності кровоносної 
інвазії (рис. 2, а), тоді як за наявності лімфа-
тичної інвазії зростання активність катепсину 
Н перевищувало таке в лізосомах з пухлин без 
неї, катепсину L у разі лімфатичної інвазії зали-
шалася на рівні норми, а збільшення активності 

катепсину В не залежало від цієї характеристи-
ки папілярних карцином (див. рис. 2, б).

За умов розповсюдження пухлини за межі 
залози у прилеглі м’які тканини активність 
катепсинів Н і L (але не катепсину В) у лізо-
сомах висока і вірогідно відрізнялася від такої 
у лізосомах з карцином без екстратиреоїдної 
інвазії (див. рис. 2, в). Дещо несподівано, що 
активність ферментів суттєво вища в лізосомах 
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Рис. 2. Зміни активності цистеїнових катепсинів у лізосомах з папілярних карцином залежно від їх інвазійних і метаста-
тичних властивостей: I – катепсин Н, II – катепсин В, III – катепсин L; а – інвазія до кровоносних судин, б – інвазія до 
лімфатичних судин, в – розповсюдження у м’які тканини, г – метастазування до лімфовузлів. –  – ознаки немає, + – ознака 
є, К – контроль. *Р<0,05 порівняно з контролем, **Р<0,05 порівняно з карциномами за відсутності ознаки

О.В. Калініченко, Т.М. Мишуніна, М.Д. Тронько

+- +-

+-



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2013, Т. 59, № 516

з пухлин, які не мають метастазів до регіонар-
них лімфовузлів порівняно з такою не тільки в 
лізосомах з незміненої тканини, але і з тканини 
метастазуючих карцином (див. рис. 2, г). 

ОБГОВОРЕННЯ

У лізосомах, які були отримані з тканини 
папілярних карцином відмічена суттєва ак-
тивація усіх трьох досліджених цистеїнових 
катепсинів. Ці результати збігаються з дани-
ми інших авторів, які засвідчили зростання 
активності катепсинів В і L у пухлинах ЩЗ [5, 
21, 29, 32]. Вважають, що окрім збільшення 
експресії мРНК катепсинів, одним з молеку-
лярних механізмів активації цих ферментів, 
зокрема катепсину L, може бути вплив на них 
інсуліно-подібного пептиду, експресія якого 
висока у неопластичній тканині ЩЗ [8].

Отримані результати підтвердили думку, 
що кожен з вивчених ферментів може мати 
індивідуальну функцію у ключових процесах 
пухлинного росту в ЩЗ. Найсуттєвіші кіль-
кісні зміни відмічені для катепсину Н, який, 
за деякими даними, насамперед активується 
за умов інтенсифікації проліферативних про-
цесів [2]. Так, різке підвищення активності 
цього ферменту відмічено у лізосомах з па-
пілярних карцином категорії Т2 і Т3, за роз-
повсюдження пухлинних клітин по залозі і за 
її межі у м’які тканини та у разі лімфатичної 
інвазії. Встановлене свідчить про інтенси-
фікацію функції катепсину Н у папілярних 
карциномах ЩЗ з агресивнішою біологічною 
поведінкою порівняно з тими, в яких зазна-
чені особливості відсутні чи виражені значно 
менше. Слід зазначити, що надекспресія ка-
тепсину Н у клітинах гепатоми асоціюється 
саме з її агресивним фенотипом, при цьому 
експресія цього катепсину регулюється тире-
оїдними гормонами [37]. 

Спектр особливостей змін активності 
катепсину В у лізосомах залежно від ха-
рактеристик карцином менш широкий, ніж 
для катепсину Н. Відмічено підвищення 
активності ферменту у лізосомах з пухлин 

гетерогенної будови, особливо при наявності 
солідних ділянок порівняно з пухлинами ти-
пової папілярної структури, та карцином за 
їх інтратиреоїдної інвазії. Зміни активності 
катепсину L у лізосомах з папілярних карци-
ном, незважаючи на її підвищення, майже не 
залежать від характеристик пухлин, що були 
проаналізовані. Лише у разі екстратиреоїдної 
інвазії активність ферменту в лізосомах була 
вірогідно вищою за таку в лізосомах з пухлин 
без зазначеної ознаки. Несподіваним є той 
факт, що активність катепсину L підвищена 
лише в лізосомах з карцином фолікулярно-па-
пілярної будови і залишається в межах норми 
в лізосомах з пухлин типової папілярної бу-
дови, а також гетерогенної будови з наявніс-
тю солідних ділянок, тобто в пухлинах, які 
відрізняються ступенем диференціювання.

Загальною особливістю для вивчених 
ферментів є висока активність усіх катепси-
нів у лізосомах з тканини неінкапсульованих 
карцином, що безперечно свідчить про їх 
участь у процесах пухлинної інвазії. Проте, 
якщо в лізосомах з карцином за інтратиреоїд-
ної інвазії це стосується катепсинів Н і В, то 
за екстратиреоїдної інвазії – катепсинів Н і L. 
Зазначені ферменти, певно, не беруть участі 
в інвазії пухлинних клітин до кровоносних і 
лімфатичних судин. В останньому випадку 
можна говорити про участь у цих процесах 
лише катепсину Н. Цікавим і несподіваним 
є той факт, що активність жодного з вивче-
них ферментів не підвищена в лізосомах з 
тканини метастатичних карцином (категорія 
пухлин N1). Раніше ми показали, що не має 
також суттєвої різниці катепсиноподібної 
активності в крові пацієнтів з папілярними 
карциномами категорії N0 і N1 [3]. Отже, ці 
лізосомальні катепсини, певно, не залучені 
до метастазування карцином до реґіонарних 
лімфовузлів. 

Таким чином, для катепсинів Н, В і L 
встановлена певна залежність їх активації 
від біологічних характеристик папілярних 
карцином ЩЗ. Цистеїнові катепсини відіг-
рають важливу роль у клітинному протео-
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лізі в трансформованій клітині, що сприяє 
прогресуванню пухлинного росту в ЩЗ. При 
цьому особливості їх участі в процесах інвазії 
різні, що може бути пов’язано з біохімічними 
особливостями ферментів, неоднаковою їх 
локалізацією у лізосомальних пулах і різними 
клітинними та позаклітинними субстратами. 
Так, встановлено, що катепсини В і L локалі-
зуються у різних лізосомальних пулах [18], 
що може пояснити відмінність у характері 
змін їх активності в папілярних карциномах 
з однаковим фенотипом. З’ясування специ-
фічності участі цистеїнових катепсинів у 
канцерогенезі, зокрема тиреоїдному, потре-
бує подальших досліджень.

Е. В. Калиниченко, Т. М. Мишунина,  
Н. Д. Тронько 

ИЗМЕНЕНИЯ АКТИВНОСТИ ЦИСТЕИ-
НОВыХ КАТЕПСИНОВ В ЛИЗОСОМАХ  
ПАПИЛЛЯРНыХ КАРЦИНОМ ЩИТОВИД-
НОй ЖЕЛЕЗы С РАЗЛИЧНыМИ БИОЛОГИ-
ЧЕСКИМИ ХАРАКТЕРИСТИКАМИ

Для выяснения возможной роли цистеиновых катепси-
нов Н, В и L в протеолитических процессах, которые 
способствуют опухолевому росту в щитовидной железе, 
исследована их активность в лизосомах, выделенных из 
ткани папиллярных карцином. Показано, что для этих 
ферментов существует определенная зависимость изме-
нений активности от ряда биологических характеристик 
опухолей. Так, резкое увеличение активности катепсина 
Н отмечено в лизосомах из ткани карцином категории 
Т2 и Т3, при интра- и экстратиреоидной, а также лим-
фатической инвазии опухолевых клеток; катепсина В 
– в лизосомах из ткани гетерогенного фолликулярного 
строения, особенно при наличии солидных участков, в 
сравнении с опухолями типичного папиллярного строения 
и в лизосомах из ткани карцином при интратиреоидной, 
а катепсина L – при экстратиреоидной инвазии. Общей 
особенностью для исследованных ферментов является 
повышение активности всех катепсинов в лизосомах из 
ткани неинкапсулированных папиллярных карцином. 
Указанные ферменты, наверное, не принимают участие 
в инвазии опухолевых клеток в кровеносные сосуды и в 
механизмах метастазирования опухолей в регионарные 
лимфатические узлы: о последнем свидетельствует от-
сутствие изменений активности катепсинов в лизосомах 
из ткани карцином категории N1. Полученные результаты 
указывают на разную роль катепсинов Н, В и L в тирео-
идном канцерогенезе, где каждый фермент имеет свою 
специфическую функцию. 

Ключевые слова: цистеиновые катепсины В, Н, L, папил-
лярные карциномы  щитовидной железы, инвазия. 

o. V. kalinichenko, t. m. myshunina,  
m. d. tron’ko

chAngEs in ActiVE cYstEinE 
cAthEpsins in LYsosomEs from tissUEs 
thYroid pApiLLArY cArcinomAs With 
VArioUs BioLogicAL chArActEristics 

To clarify possible role of cysteine сathepsin H, B and L in 
the proteolytic processes that contribute to the progression 
of tumor growth in the thyroid, we studied their activity in 
lysosomes isolated from the tissue of papillary carcinomas. 
It was shown that for these enzymes there is a dependence 
of the changes in their activity on a number of biological 
characteristics of the tumors. Thus, the sharp increase in the 
activity of cathepsin H observed in lysosomes of tissue carci-
nomas category T2 and T3, with intra-and ekstrathyroid and 
lymphatic invasion of tumor cells. An increase in the activity 
of cathepsin B is set in the lysosomes of tissue heterogeneous 
follicular structure, especially in the presence of solid areas, 
in comparison with typical papillary tumors and in the lyso-
somes of tissue carcinomas in intrathyroid and cathepsin L – at 
extrathyroid invasion. A common feature of the enzymes is to 
increase the activity of cathepsins in lysosomes of tissue non-
encapsulated papillary carcinomas. These enzymes probably 
do not take part in the invasion of tumor cells into blood vessels 
and in the mechanisms of tumor metastasis to regional lymph 
nodes. The latter shows no changes in the activity of cathepsins 
in lysosomes of tissue carcinomas category N1. The results 
indicate the different role of cathepsin H, B and L in thyroid 
carcinogenesis, where each enzyme has its specific function.
Key words: cysteine cathepsins B, H, L, thyroid papillary 
carcinoma, invasion.

V.P. Komisarenko Institute of Endocrinology and 
Metabolism of AMS of Ukraine, Kyiv
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