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СУБСТРАТНА СПЕЦИФІЧНІСТЬ КАТЕПСИНУ Н НЕТРАНСФОРМОВАНОЇ ТКАНИНИ ТА 

ТКАНИНИ ПОМІРНО ДИФЕРЕНЦІЙОВАНОЇ ФОРМИ ІНФІЛЬТРУЮЧОГО ДОЛЬКОВОГО РАКУ 

МОЛОЧНОЇ ЗАЛОЗИ 

Досліджено субстратну специфічність катепсину Н нетрансформованої тканини та тканини помірно 
диференційованої форми інфільтруючого долькового раку молочної залози. Катепсин Н нетрансформованої тканини 
молочної залози гідролізував синтетичні субстрати в ряду: Bz-Gly-Phe—>Z-Phe-Ala—>Z-Glu-Tyr—>окситоцин на 
відміну від ферменту злоякісного новоутворення, який не гідролізував синтетичний дипептид Z-Glu-Tyr та 
проявляв субстратну специфічність в ряду: Z-Phe-Ala—>Bz-Gly-Phe—>окситоцин. Катепсин Н володіє 
ендопептидазною протеолітичною активністю по відношенню до субстрату казеїну, більш виражену для 
ферменту нетрансформованої тканини молочної залози. 

 

Ключові слова: катепсин Н, пухлина, молочна залоза, субстратна специфічність.

 
 

Вступ. У даний час до числа найбільш актуальних 
напрямків сучасної медичної патохімії та патофізіології 
відносяться дослідження активності цистеїнових катеп- 
синів за пухлинного росту. Катепсин Н (ЕС 3.4.22.16) 
належить до групи цистеїнових лізосомальних протеїназ, 
що беруть участь у регуляції внутрішньоклітинного мета-
болізму протеїнів, посттрансляційній модифікації білків, 
диференціюванні клітин, процесах росту та старіння, 
активації та інактивації гормонів і нейропептидів, процесі 
імунної відповіді та інші [1, 2]. Катепсин Н є 
амінопептидазою, однак проявляє також й 
ендопептидазну активність [2, 3, 4]. В екзопептидаз 
доступ до субстрат-зв'язуючої ділянки обмежений 
додатковими структурами: "заступаючими" петлями в 
катепсинах В [3, 5] та X [6] або пептидними ділянками в 
амінопептидазах - катепсині Н [7]. Крім того, катепсини 
здійснюють процесинг різних пробілків та прогормонів 
таких, як наприклад, проренін [8], тиреоглобулін [9, 10] та, 
як припускають, залучені в утворення ендостатину під час 
ангіогенезу [11]. 

Як було показано, високий вміст катепсину Н 
харатерний для ряду пухлинних тканин, таких як 
гліобластома та анапластична астроцитома [12], 
колоректальна карцинома [13] і рак молочної залози [14]. 

Мета роботи полягала у дослідженні субстратної 
специфічності катепсину Н, який був виділений з нетра-
нсформованої тканини та тканини помірно диференці-
йованої форми інфільтруючого долькового раку молочної 
залози. 

Матеріали та методи. Матеріалом для дослідження 
служили зразки нетрансформованої тканини та помірно 
диференційованої форми інфільтруючого долькового раку 
молочної залози. 

Патоморфологічну та гістологічну верифікацію діаг-
нозів за міжнародною класифікацією ВООЗ (Женева, 
2003) з визначенням морфологічного стану та ступеню 
диференціювання трансформованих клітин пухлинної 
тканини здійснювали спеціалісти сертифікованої та 
ліцензійованої патоморфологічної лабораторії обласного 
онкологічного диспансеру м. Одеси [15]. Збереження 
етичних та правових норм згідно: Хельсінської декларації 
(1964 р), Конвенції про захист прав та достоїнств людини 
в зв'язку з використанням досягнень біології та медицини 
(Конвенція про права людини та біомедицини 1996 p.), 
закону України "Про трансплантацію органів та інших 
анатомічних матеріалів людини (1999 р.) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

забезпечувалося медичним закладом, згідно договору 
про сумісні дослідження. Зразки тканин заморожували 
при -18°С безпосередньо після взяття їх при 
оперативному втручанні. Зразки гомогенізували у 0,9% 
розчині NaCI (у співвідношенні 1:10) та центрифугували 
при 9000g за хв (при +4°С) протягом 30 хв. 

Розчини білків, що були отримані з гомогенатів 
досліджуваних тканин, після діалізу (проти 10-кратного 
об'єму дистильованої води) піддавали поетапному 
фракціонуванню сульфатом амонію, при зростаючій 
концентрації (NH4)2S04 ВІД 20% до 40%, 60% і 80% 
насичення. Для очищення від надлишку (NH4)2S04, фрак-
ції, що були отримані за 20%, 40%, 60% і 80% насичення 
сульфатом амонію, піддавали повторному діалізу проти 
10-кратного об'єму дистильованої води. 

Хроматографічний розподіл білкових розчинів 
нетрансформованої тканини молочної залози та тканини 
злоякісного новоутворення, отриманих при 80,0% наси-
ченні сульфатом амонію, що володів максимальною 
активністю катепсину Н проводили методом гель-
хроматографії з використанням сефадексу - G 75. 

Субстратну специфічність катепсину Н визначали по 
гідролізу: 1,0 % альбуміну, 1,0 % нативного гемоглобіну 
[16], 2,0 % казеїну [17, 18, 19], 0,04 мМ окситоцину та 2,0 
мМ розчинів синтетичних субстратів: Bz-Gly-Phe, Z-Phe-
Ala, Z-Glu-Tyr. Кількість відщеплюваної амінокислоти 
визначали за допомогою нінгидринового реактиву [20,21]. 

Статистичну обробку результатів досліджень про-
водили у відповідності з t-критерієм Стьюдента [22]. За 
статистично достовірну різницю приймали рівень до-
стовірності більше 95% (р < 0,05). 

Результати та їх обговорення. 
Субстратна специфічність є унікальною властивістю 

ферментів, що відрізняє їх від інших каталізаторів. Ка-
тепсин Н, будучи типовою едопептидазою та 
амінопептидазою, гідролізує пептидні зв'язки, 
відщеплюючи один N-термінальний залишок від 
поліпептидного ланцюга [7]. Відомо, що специфічність 
протеолітичних ферментів може значно змінюватися в 
залежності від природи досліджуваного субстрату [23]. 

У дослідженнях субстратної специфічності (табл. 1) 
було виявлено, що катепсин Н нетрансформованої тка-
нини та злоякісного новоутворення молочної залози гід-
ролізує низькомолекулярні субстрати, деякі нативні білки 
та окситоцин (Gly-Leu-Pro-Cys-Cys-Asn-Gln-lle-Tyr [24]).  

 



Було показано, що фермент злоякісного новоутворення 
володіє незначно більшою ферментативною активністю до 
окситоцину, ніж фермент нетрансформованої тканини 
молочної залози. 

З літературних джерел відомо, що катепсин Н 
переважно гідролізує пептидні зв'язки основних та 
гідрофобних амінокислот та не розщеплює зв'язки 
дикарбонових амінокислот [25]. Катепсин Н 
нетрансформованої тканини молочної залози гідролізував 
синтетичні субстрати у ряду: 

Bz-Gly-Phe—> Z-Phe-Ala—>Z-Glu-Tyr—>окситоцин. 
На відміну від ферменту нетрансформованої тканини, 

 

фермент злоякісного новоутворення не гідролізував 
синтетичний дипептид Z-Glu-Tyr та проявляв субстратну 
специфічність у ряду: 

Z-Phe-Ala—>Bz-Gly-Phe—>окситоцин. 
Отримані результати свідчать про те, що катепсин Н 

нетрансформованої тканини молочної залози та фермент 
злоякісного новоутворення володіє дипептидил-
пептидазною активністю, що частково співпадає з 
результатами інших дослідників [26]. Отримані нами 
результати дослідження співпадають з літературними 
даними, в яких вказано, що катепсин Н відщеплює 
гідрофобні N-термінальні амінокислоти [25]. 

 

 

Примітка: 
* - помірно диференційована форма інфільтруючого долькового раку молочної залози. 

Продукти гідролізу казеїну, гемоглобіну та альбуміну визначали при довжині хвилі 750 нм. 
Продукти гідролізу окситоцину та синтетичних субстратів визначали за нінгидриновим методом при довжині хвилі 570 нм

 

Було встановлено, що білки з великою молекуляр-
ною масою гідролізуються катепсином Н нетрансфор-
мованої тканини молочної залози та злоякісного ново-
утворення вибірково, що співпадає з результатами інших 
авторів [25]. 

Фермент нетрансформованої тканини молочної за-
лози і злоякісного новоутворення не гідролізував аль-
бумін сироватки крові на протязі 4 год інкубації при 37 °С 
(за pH інкубаційного середовища 6,5), а збільшення 
терміну інкубації до 20 год призводило до прояву 
активності ферменту. Отримані результати частково 
співпадають з результатами інших дослідників, в яких 
було встановлено, що катепсин Н не розщеплює 
фібронектин сироватки бика та курей [25]. 

За результатами дослідження було встановлено, що 
досліджуваний фермент володіє ендопептидазною 
загальною протеолітичною активністю по відношенню до 
субстрату казеїну (за pH інкубаційного середовища 6,5), 
більш виражену для ферменту нетрансформованої 
тканини молочної залози. 

 
 

 
Фермент як нетрансформованої тканини молочної 

залози, так і злоякісного ново утворення незначно 
гідролізував неденатурований гемоглобін (за pH 
інкубаційного середовища 6,5), а збільшення часу 
інкубації до 20 год призводило до 50% втрати активності 
ферменту нетрансформованої тканини. Отримані 
результати частково співпадають з результатами 
досліджень інших авторів, які свідчать про те, що 
катепсин Н слабо розщеплює азоказеїн, колаген та 
ламінін [26]. 

Висновки 
1.  Катепсин Н нетрансформованої тканини 

молочної залози та фермент злоякісного новоутворення 
володіє дипептидил-пептидазною активиністю. 

2.  Катепсин Н нетрансформованої тканини 
молочної гідролізує синтетичні субстрати в ряду: 

Bz-Gly-Phe—> Z-Phe-Ala—>Z-Glu-Tуг—>окситоцин, 
3. Катепсин Н злоякісного новоутворення не 

гідролізує синтетичний дипептид Z-Glu-Tyr та проявляє 
субстратну специфічність в ряду: Z-Phe-Ala—>Bz-Gly-
Phe--->окситоцин.

 

Таблиця  1. Субстратна специфічність катепсину Н  нетрансформованої тканини та злоякісного 

новоутворення молочної залози (n=3) 

Субстрат 

Оптична щільність продуктів гідролізу субстратів, ∆Е 

нетрансформована 
тканина 

*злоякісне 
новоутворення 

Окситоцин 0,023 ± 0,0001 0,024 ± 0,0001 

Bz-Gly-Phe 
(2,0 мМ розчин) 

0,005 ± 0,0007 0,007 ± 0,0005 

Z-Phe-Ala 
(2,0 мМ розчин) 

0,007 ±0,0005 0,008 ±0,0007 

Z-Glu-Tyr 
(2,0 мМ розчин) 0,013 ±0,002 0,008 ±0,0007 

альбумін 
(1,0% розчин), 
4 год інкубації 

0 0 

альбумін 
(1,0% розчин), 
20 год інкубації 

0,012 ±0,002 0,017 ±0,005 

казеїн 
(2,0% розчин), 
4 год інкубації 

0,242 ±0,020 0,207 ±0,018 

казеїн 
(2,0% розчин), 
20 год інкубації 

0,272 ±0,024 0,370 ±0,040 

гемоглобін неденатурований 
(2,0% розчин), 
4 год інкубації 

0,012 ±0,002 0,006 ±0,0005 

гемоглобін неденатурований 
(2,0% розчин), 
20 год інкубації 

0,007 ±0,0005 0,005 ±0,0003 



 

4. Досліджуваний фермент володіє ендопептидазною 
загальною протеолітичною активністю по відношенню до 
субстрату казеїну, більш виражену для ферменту 
нетрансформованої тканини молочної залози. 
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СУБСТРАТНАЯ СПЕЦИФИЧНОСТЬ КАТЕПСИНА Н НЕТРАНСФОРМИРОВАННОЙ ТКАНИ И ТКАНИ 

УМЕРЕННО ДИФЕРЕНЦИРОВАННОЙ ФОРМЫ 
ИНФИЛЬТРАТИВНОГО ДОЛЬКОВОГО РАКА МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ 

 
Исследована субстратная специфичность катепсина Н нетрансформированной ткани и ткани умеренно 

дифференцированной формы инфильтративного долькового рака молочной железы. Катепсин Н 
нетрансформированной ткани молочной железы гидролизовал синтетические субстраты в ряде: Bz-Gly-Phe—>Z-
Phe-Ala—>Z-Glu-Tyr—>окситоцин в отличие от фермента злокачественного новообразования, который не 
гидролизовал синтетический дипептид Z-Glu-Tyr и проявлял субстратную специфичность в ряде: 
Z-Phe-Ala-->Bz-Gly-Phe—>окситоцин. Катепсин Н обладает зндопептидазной протеолитической активностью по 
отношению к субстрату казеину, более выраженной для фермента нетрансформированной ткани молочной 
железы. 
 

Ключевые слова: катепсин Н, опухоль, молочная железа, субстратная специфичность. 
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SUBSTRATE SPECIFICITY OF CATHEPSIN H 
IN UNTRANSFORMED TISSUES OF MAMMARY GLAND 

AND IN TISSUES OF MODERATELY DIFFERENTIATED FORM 
OF LOBULAR INFILTRATING BREAST CANCER 

 
The substrate specifity of cathepsin H in untransformed tissues of mammary gland and in tissues of moderately 

differentiated form of lobular infiltrating breast cancer has been investigated. 
Cathepsin H from untransformed tissues of mammary gland hydrolyzed synthetic substrates in a row: Bz-Gly-Phe—>Z-Phe-

Ala—>Z-Glu- Tyr—>oxytocin unlike enzyme from malignant tumor that did not hydrolyze the synthetic dipeptide Z-Glu-Tyr and 
revealed the substrate specificity in a row: Z-Phe-Ala—>Bz-Gly-Phe—>oxytocin. Cathepsin H has proteolytic endopeptidase 
activity to the substrate casein more pronounced for enzyme from untransformed tissue of mammary gland. 

 
Key words: cathepsin H, tumor, mammary gland, substrate specifity. 

 

 


