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АКТИВНОСТЬ ПРОТЕАСОМ В КЛЕТКАХ ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ ПРИ  

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ ПАНКРЕАТИТЕ 

 

© О. В. Сокур, М. А. Тимошенко, Т. В. Коваль, Л. И. Богун 
 

Исследовано химотрипсино-, трипсино- и каспазоподобную протеасомальные активности в клетках 

поджелудочной железы и установлено их изменение при экспериментальном панкреатите – повышение 

химотрипсиноподобной АТФ-независимой активности на фоне снижения трипсиноподобной и каспазо-

подобной активностей. При этом, снижение трипсиноподобной активности происходило за счет  

АТФ-зависимого гидролиза, тогда как каспазоподобной – за счет АТФ-независимого гидролиза 

Ключевые слова: протеасома, химотрипсиноподобная активность, трипсиноподобная активность, 

каспазоподобная активность, поджелудочная железа, панкреатит 

 

The caspase-, chymotrypsin- and trypsin-like proteasomal activities in pancreas cells were investigated under 

the experimental pancreatitis. It has been shown the increase of ATF-independent chymotrypsin-like activity at 

reduction of trypsin-like and caspase-like activities. At the same time the reduction of trypsin-like activity was 

due to ATF-dependent hydrolysis, whereas the reduction of caspase-like activity was due to ATF-independent 

proteolysis 
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1. Введение 

В последнее время внимание исследователей 

сосредоточено на убиквитин-зависимой протеа-

сомной деградации белков, которая является конеч-

ным этапом внутриклеточного протеолиза. Ключе-

вым участником протеасомной деградации является 

мультисубъединичный белковый комплекс 26S-

протеасома, которая состоит из протеолитического 

ядра – 20S-протеасомы и одной или двух регулятор-

ных частиц. Протеасомы осуществляют протеолиз 

около 80 % цитозольных и ядерных белков. Консти-

тутивные 26S-протеасомы участвуют в регуляции 

таких клеточных процессов, как репликация и репа-

рация ДНК, транскрипция, передача сигналов, кле-

точный цикл, апоптоз. Они гидролизируют убикви-

тинированные белки в АТФ-зависимой реакции.  

20S-протеасомы способны как самостоятельные ча-

стицы гидролизировать некоторые белки без их 

предварительного убиквитинирования независимо от 

АТФ. Протеасомы обладают химотрипсиноподобной 

(гидролиз после гидрофобных и ароматических ами-

нокислот Leu, Tyr, Phe), трипсиноподобной (гидро-

лиз после положительно заряженных Lys и Arg) и 

каспазоподобной активностями (гидролиз после от-

рицательно заряженных Asp и Glu), обеспечивая мо-

дификацию структуры белков и влияя, таким обра-

зом, на их функциональную активность [1]. 

2. Литературный обзор и постановка про-

блемы 

Известно, что нарушение в функционировании 

системы внутриклеточного протеолиза играет важ-

ную роль в патогенезе многих заболеваний [2]. В 

экспериментальных исследования показано измене-

ние активности и состава пула 26S протеасом в пато-

генезе таких нейродегенеративных заболеваний, как 

болезни Альцгеймера и Паркинсона, амиотропный 

латеральный склероз, прионовые болезни [3]. Дегра-

дация белков в клетке, которую осуществляют проте-

асомы, играет важную роль в процессе развития зло-

качественных новообразований различных локализа-

ций, в частности предстательной железы, молочной 

железы, кишечника [4–6]. Однако в большинстве 

исследований внимание уделяется изучению убикви-

тинирования белков, в то время как активность про-

теасом исследована недостаточно. 

Острый панкреатит – воспалительный процесс 

поджелудочной железы (ПЖ), в который могут также 

вовлекаться другие органы [7, 8]. Характерным мор-

фологическим феноменом при данном заболевании 

является гибель клеток ПЖ. Процесс клеточной ги-

бели происходит как в физиологических условиях, 

так и при целом ряде патологических состояний – 

воспалении, ишемии, токсическом воздействии. В 

экспериментальных исследованиях показано, что при 
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остром панкреатите гибель панкреатоцитов происхо-

дит путем некроза и апоптоза [9]. Однако индукция 

одного из этих процессов ведет к подавлению друго-

го. В частности, показана роль воспаления в измене-

нии типа смерти клетки, а именно в ингибировании 

апоптоза, что ведет к стимуляции некроза и прогрес-

сированию панкреатита [10]. Это связано с повыше-

нием активности убиквитин-лигазы Mdm2, которая 

блокирует работу протеина р53, являющегося коор-

динатором важнейших клеточных процессов, – 

апоптоза, остановки клеточного цикла, старения 

клетки, восстановления ДНК. О тесной связи протеа-

сом с апоптозом свидетельствует наличие в их соста-

ве каспазного активного центра.  

Таким образом, изучение активности протеа-

сом может иметь прогностическое значение для 

оценки развития острого панкреатита на раннем эта-

пе и скорректировать его лечение. В связи с этим 

целью данной работы явилось изучение изменения 

активности протеасомной системы при остром пан-

креатите. 

 

3. Материалы и методы 

Исследование проводилось на белых крысах-

самцах (n=10) с начальной массой тела 220±20 г. 

Острый панкреатит вызывали интраперитонеальным 

введением по 2,5 мл L-аргинина в дозе 0,1 г/кг два-

жды с интервалом 1 час, растворенного в физиологи-

ческом растворе [11]. Контрольной группе вводили 

2,5 мл физиологического раствора. Образцы ткани 

ПЖ отбирали через 24 часа после последнего введе-

ния L-аргинина.  

Замороженную ткань ПЖ гомогенизировали в 

ледяном 50 мМ HEPES-буфере (pH 7,5), содержащем 

1 мМ дитиотреитол, 5 мМ MgCl2, 20 мM KCl (1:3) и 

центрифугировали при 10 тыс. g в течении 30 минут 

(4 °C). Супернатант использовали для определения 

активности протеасом. 

Активности протеасом определяли методом 

расщепления флюорогенных пептидов [12]. Каспазо-

подобная (КП), химотрипсиноподобная (ХТП) и 

трипсиноподобная (ТП) активности были определе-

ны с использованием в качестве субстратов пептидов 

Z-LLE-AMC, Suc-LLVY-AMC и LSTR-AMC, соот-

ветственно. Продукт 7-амино-4-метилкумарин (АМК)  

измеряли при λex=375 нм, λem=440 нм на спектрофлу-

ориметре Shimadzu RF-1501. 

К 200 мкл HEPES-буфера добавляли 20 мкл 

супернатанта, содержащего 30 мкг белка, и 10 мкл 

АТФ в конечной концентрации 28 мкМ для опреде-

ления ХТ и ТП активности или 14 мкМ для опреде-

ления КП активности. Реакцию инициировали добав-

лением 10 мкл соответствующего субстрата в конеч-

ной концентрации 18 мкМ для определения ХТП и 

ТП и 45 мкМ для КП активности. Реакционную смесь 

инкубировали в течении 30 минут при 37 °C, после 

чего добавляли 300 мкл ледяного этанола с последу-

ющим добавлением через 10 мин 1 мл H2O. Концен-

трацию белка определяли методом Бредфорд [13]. 

Экспериментальные данные обрабатывали ме-

тодами вариационной статистики. Для определения 

вероятных различий между средними значениями 

двух выборок использовали t-критерий Стьюдента 

[14]. Результаты представлены как среднее арифме-

тическое ± стандартная ошибка среднего (М±m). 

Для гистологических исследований образцы 

ткани ПЖ фиксировали в 10 % растворе формалина. 

Образцы обрабатывали общепринятыми методами: 

после стандартной проводки по спиртам заливали 

парафином и готовили срезы толщиной 5–6 мкм, ко-

торые окрашивали гематоксилин-эозином [15]. Ана-

лиз гистологических препаратов проводили с помо-

щью светового микроскопа Olympus BX-41при уве-

личении ×100 и ×200. 

 

4. Результаты исследования и их обсуждение 
Для подтверждения типичных патологических 

процессов, которые сопровождают развитие острого 

панкреатита были проведены гистологические иссле-

дования. После введения L-аргинина установлено 

снижение массы ПЖ, что косвенно отражает некро-

тические процессы (табл. 1). Соотношение массы ПЖ 

к общей массе тела в экспериментальной группе до-

стоверно снизилось на 16 % по сравнению с контро-

лем. Известно, что прогрессирование патологическо-

го процесса с формированием панкреонекроза сопро-

вождается повреждением тканей в очаге воспаления 

и снижением массы ПЖ. По современным представ-

лениям независимо от внешнеорганного этиологиче-

ского фактора главную роль в развитии панкреатита 

играет внутриорганная активация протеолитических 

ферментов (в первую очередь трипсина), вырабаты-

ваемых ПЖ. Под влиянием внутриклеточно активи-

рованных трипсина и химотрипсина происходит гид-

ролиз протеиновых структур, что приводит к нару-

шению функций клеточных элементов или их гибели, 

а также нарушению проницаемости сосудов. След-

ствием этих процессов является развитие аутолиза с 

геморрагиями и жировыми некрозами [16]. 

 
Таблица 1 

Вес крыс и ПЖ в норме и при моделировании 

острого панкреатита 

Группы Вес крыс, г Вес ПЖ, г 

% относи-

тельно  

массы крыс 

Кон-

троль 
255,021±8,198 0,431±0,022 0,169 

Панкре-

атит 
230,21±4,604 0,326±0,01 0,142* 

Примечание: * – p<0,05 по сравнению с контролем 

 
При гистологических исследованиях было 

установлено, что в контрольной группе общая струк-

тура ПЖ не нарушена. Ацинусы в основном состояли 

из типичных экзокриноцитов с эозинофильными сек-

реторными гранулами в апикальной части, базофиль-

ной цитоплазмой и круглым ядром в базальной ча-

сти. Протоки ПЖ были выстланы кубическим эпите-

лием без морфологических изменений, в просвете 

которых находились оксифильные массы. Интима, 

медия и адвентиция стенок внутриорганных артерий 

и вен были без патологических изменений. Островки 

Лангерганса имели нормальный размер и форму и 
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состояли из полигональных клеток с мелкозернистой 

цитоплазмой, расположенных в центре (В-клетки) и 

относительно небольших клеток по периферии ост-

ровка (А-клетки), между которыми были видны вы-

стланные эндотелием синусоиды (рис. 1). 

 

 
Рис. 1. Гистоструктура поджелудочной железы  

(контроль) 

 

При моделировании острого панкреатита вли-

яние L-аргинина приводило к нарушению архитекто-

ники ПЖ, при котором основная масса железистой 

ткани была с явлениями дистрофического и некро-

биотического поражения панкреоцитов (рис. 2, 3). 

 

 
Рис. 2. Гистоструктура поджелудочной железы  

(острый панкреатит). Некробиотические изменения 

ацинарных клеток, вакуолизация цитоплазмы 

 

 
Рис. 3. Гистоструктура поджелудочной железы  

(острый панкреатит). Некробиотические изменения 

ацинарных клеток, вакуолизация цитоплазмы.  

Разрежение островка Лангерганса 

В дольках ПЖ, сохранивших ацинарное стро- 

ение, наблюдались панкреоциты с признаками дис-

трофии и некробиоза: уменьшение в размерах, по-

вышение базофилии цитоплазмы, уменьшение в 

размерах зимогенной зоны, наличие очагов ацину-

сов с вакуолизированной цитоплазмой и пикнотич-

ными ядрами. Единичные вакуоли наблюдались в 

отдельных панкреатических островках Лангерган-

са. Кровеносные сосуды и капилляры как внутри 

дольки, так и междольковые были расширены и 

полнокровны, а стенки сосудов – утолщены и отеч-

ны. Между ацинусами внутри дольки и в междоль-

ковой соединительной ткани также наблюдался 

отек (рис. 2, 3). Таким образом, результаты гисто-

логического исследования демонстрируют, что вве-

дение аргинина вызывает обширное повреждение 

ацинарной зоны ПЖ. 

В результате биохимического исследования 

клеток ПЖ установлено изменение трех видов про-

теолетической активности протеасом (ХТП, ТП и 

КП) при остром панкреатите (рис. 4–6). ХТП тоталь-

ная активность протеасом имела тенденцию к повы-

шению на 48 % по сравнению с таковой в нормаль-

ной ткани (рис. 4). Как известно, полный специфиче-

ский протеолиз белков является АТФ-зависимым 

процессом и происходит в 26S-протеасоме, которая 

расщепляет белки, несущие убиквитины, тогда как в 

20S-протеасоме разрушаются аномальные и корот-

коживущие белки без присоединения убиквитинов 

[17]. Также выявлено увеличение на 59 % АТФ-

независимой ХТП активности, что указывает на гид-

ролиз белков, происходящий без участия убиквити-

нов. Следовательно, можно предположить, что уве-

личение ХТП активности протеасом происходило за 

счет активности 20S субкомплекса и было связанно с 

изменением его субъединичного состава. 

Нами установлено достоверное снижение ТП и 

КП активности протеасом на 33 % и 59 % соответ-

ственно. Однако необходимо отметить, что снижение 

тотальной ТП активности протеасом происходило за 

счет АТФ-зависимого гидролиза (снижение на 69 %), 

тогда как КП активности – за счет АТФ-независи- 

мого гидролиза (на 68 %). 

 

 
Рис. 4. Химотрипсиноподобная активность 

протеасом. * – p<0,05 по сравнению с контролем 
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Подобные изменения сказываются на активно-

стях пула протеасом: возрастает ХТП активность, но 

падает ТП и КП активности что, вероятно, можно 

рассматривать как неблагоприятный прогностиче-

ский признак, характеризующий отсутствие адекват-

ной регуляции протеасомной системы и может быть 

связано с тем, что при ингибировании КП активности 

происходит накопление убиквитинированных белко-

вых конъюгатов. Результатом таких процессов может 

быть подавление апоптоза и стимуляция некроза, что 

приводит к прогрессированию панкреатита. При этом 

протеасома практически теряет способность гидро-

лизовать пептидные связи после остатков аспараги-

новой и глутаминовой кислот. Кроме того, известно, 

что при многих воспалительных патологических 

процессах конститутивная протеасома переходит в 

форму иммунопротеасомы, обладаю-

щей альтернативной спе-цифичностью 

и каталитической эффективностью по 

отношению к процессингу внутрикле-

точных белков [18]. Замена конститу-

тивных субъединиц на иммунные со-

провождается формированием моди-

фицированных форм протеасом и при-

водит к изменению ферментативной 

активности. Так, было выявлено, что 

повышение активности протеасом при 

раке кишечника связано с изменением 

субъединичного состава ядра про-

теасом [19, 20]. 

Известны данные о том, что 

АТФ-независимая субъединица 19S 

регуляторного комплекса протеасом 

PSMD2 (26S proteasome non-ATPase 

regulatory su-bunit 2) связана с мета-

стазированием и плохим прогнозом 

при раке легких. При снижении экс-

прессии PSMD2 в составе протеасом 

наблюдается ингибирование апоптоза 

и снижение пролиферативной актив-

ности, что сопровождается снижени-

ем активности 26S протеасом и нару-

шением баланса между фосфорилиро-

ванным Akt и р38 [21]. 

Для протеолиза белка скорость-

лимитирующей является ХТП актив-

ность протеасомы. Ингибирование или 

инактивация методом мутагенеза ТП и 

КП активности оказывают гораздо 

меньшее влияние на скорость гидроли-

за полипептидной цепи. Поскольку все 

три каталитические субъединицы яв-

ляются частью единого комплекса, они 

аллостерически влияют на активность 

друг друга. Связывание субстрата 

субъеденицы с ХТП активностью уве-

личивает КП активность, а связывание 

субстрата каспазоподобной активности 

ингибирует ХТП активность. 

Предполагают, что при гидро-

лизе полипептидной цепи сначала 

активируется ХТП сайт, который 

расщепляет ее на пептидные фрагменты, затем этот 

ХТП сайт аллостерически инактивируется и КП сайт 

расщепляет образовавшиеся на первой стадии пепти-

ды на более мелкие фрагменты, после чего активные 

центры освобождаются и цикл повторяется [22]. 

Однако, нами установлено снижение КП активности 

протеасом, что свидетельствует об блокировании 

протеолиза белков. 

Кроме того, полученный результат согласуется 

с литературными данными о том, что при замене 

протеолитических конститутивных субъединиц на 

иммунные более выраженными становятся ХТП ак-

тивности при уменьшенной КП активности [23]. Это 

обусловливает способность протеасом образовывать 

антигенные эпитопы с нужной С-концевой амино-

кислотой, гидрофобной или положительно заряжен-

 
Рис. 5. Трипсиноподобная активность протеасом.  

* – p<0,05 по сравнению с контролем 

 

 
Рис. 6. Каспазоподобная активность протеасом.  

* – p<0,05 по сравнению с контролем 
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ной. Однако обнаруженная нами динамика измене-

ния активностей не объясняется только заменой про-

теолитических субъединиц, но носит более сложный 

характер, зависящий и от других факторов, в том 

числе, регуляторов протеасом. Протеасомы играют 

важную роль в поддержании функциональной актив-

ности клеток, в частности в регуляции работы сиг-

нальных систем, которые активируются при взаимо-

действии ростовых факторов с соответствующими 

рецепторами [24]. Известно, что убиквитин-зависи- 

мая протеасомная система принимает участие в раз-

рушении многих регуляторных белков, в том числе 

молекул путей передачи сигналов от ростовых фак-

торов и, частично, самих рецепторов ростовых фак-

торов, а также белков-регуляторов клеточного цикла, 

таких как р27 и циклин Е [25]. Также многие белки, 

опосредующие программируемую клеточную гибель, 

являются субстратами для протеасом: опухолевый 

супрессор p53, ингибитор NF-kB IkB, белки семей-

ства Bcl-2, белки, контролирующие активность кас-

паз (IAPs), и другие [26]. Вероятно, специфический 

внутриклеточный протеолиз играет важную роль в 

патогенезе панкреатита, что определяет большую 

значимость показателей протеасомной системы. 

 

5. Выводы 

Анализ полученных данных указывает на из-

менение ХТП, ТП и КП протеасомальных активно-

стей в клетках поджелудочной железы при экспери-

ментальном остром панкреатите: повышение ХТП 

активности за счет увеличения АТФ-независимого 

протеолиза на фоне снижения ТП и КП активностей. 

При этом, снижение ТП активности происходило за 

счет АТФ-зависимого гидролиза, тогда как КП – за 

счет АТФ-независимого гидролиза. Таким образом, в 

результате исследования выявлены особенности про-

теазной активности протеасом, что определяет важ-

ный вклад внутриклеточного специфического про-

теолиза в развитие панкреатита. 
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КОНСТРУЮВАННЯ ІМУНОФЕРМЕНТНОГО ДІАГНОСТИКУМУ ДЛЯ ВИЯВЛЕННЯ 

ГЛІФОСАТ-РЕЗИСТЕНТНОЇ ГЕНЕТИЧНО-МОДИФІКОВАНОЇ СОЇ 

 

© В. Г. Спиридонов, Я. В. Хоменко, В. Д. Іщенко, В. С. Гончаренко, Н. М. Шимко,  

   Д. Ю. Рибальченко 
 

В процесі роботи рекомбінантним ензимом 5-енолпірувілшикімат-3-фосфат синтазою (CP4 EPSPS), що 

надає ознаки толерантності до гліфосату ГМ-сої, імунізовано домашню курку та отримання жовткові 

специфічні антитіла IgY. Представлені етапи конструювання імуноферментного діагностикуму, що 

дозволяє виявляти не менше 0,1 % генетично-модифікованої сої, стійкої до гліфосату 

Ключові слова: генетично модифіковані рослини, ІФА, 5-енолпірувілшикімат-3-фосфат синтаза, жо-

вткові антитіла 

 

During research we have utilized recombinant enzyme 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase (CP4 EP-

SPS), conferring resistance to glyphosate for GM soybean, for the hen immunization and obtaining specific yolk 

antibodies IgY. Stages of ELISA development that can detect at least 0,1 % of GM-soybean resistant to glypho-

sate were present 

Keywords: genetically modified plants, enzyme immunoassay, 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase, 

yolk antibodies 

 

1. Вступ 

Стійкі до гербіцидів трансгенні культури скла-

дають близько 60 % всіх генетично-модифікованих 

с.-г. культур, серед яких перше місце посідає гліфо-

сат-резистентна соя, обсяги річного виробництва 

якої сягають більше 260 мільйонів тон. Сьогодні 

країнами лідерами у виробництві сої є Сполучені 

Штати, Бразилія та Аргентина в яких депоновано 

більше 80 % світового виробництва сої [1]. Зростан-

ня виробництва соєвих бобів в основному обумов-


