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ВВЕДЕНИЕ
Рак молочной железы (РМЖ) является веду-

щей онкологической патологией среди женско-
го населения России (21,0%).  Опухоли данной 
локализации имеют наибольший удельный вес у 
женщин в возрастной группе 30–59 лет (15,9%), а 
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РЕЗЮМЕ

Целью работы явилось изучение изменения особенностей функционирования протеасомной системы 
при различных молекулярных подтипах рака молочной железы (РМЖ) в зависимости от распростра-
ненности и прогрессирования опухолевого процесса в отдаленном периоде. 

Материалы и методы. В исследование включены 132 пациентки с люминальным А, В и трижды нега-
тивным РМЖ. Материалом для исследования явилась опухолевая и гистологически неизмененная ткань 
молочной железы. Оценивались химотрипсиноподобная (ХПА) и каспазаподобная (КПА) активность 
протеасом флуориметрическим методом. Также определяли коэффициенты химотрипсинподобной ак-
тивности (kХПА) и каспазаподобной активности протеасом (kКПА). 

Результаты. При всех изученных молекулярных типах РМЖ наблюдалось увеличение активности про-
теасом в опухоли по сравнению с неизмененными тканями. Процесс лимфогенного метастазирования 
при люминальных раках молочной железы сопряжен с существенным изменением КПА. Снижение КПА 
протеасом при люминальном В подтипе РМЖ, вероятно, можно рассматривать как неблагоприятный 
прогностический признак в отношении лимфогенного метастазирования. Для трижды негативных опухо-
лей распространение опухоли на регионарные лимфоузлы сопровождалось снижением kКПА протеасом. 
Общим для всех молекулярных подтипов показателем неблагоприятной 5-летней безметастатической вы-
живаемости явился kКПА протеасом выше 2,19. Эти знания, несомненно, будут полезны для создания 
новых, более точных диагностических инструментов и мишеней противоопухолевых препаратов. 
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также в структуре смертности женщин в России 
от онкологической патологии (16,3%) [1]. 

При прогнозировании исхода заболевания и 
для индивидуализации лекарственного лечения 
РМЖ в настоящее время используются клеточ-
ные маркеры, которые определяют молекуляр-
ный подтип опухоли. К ним относят: ýкспрессию 
рецепторов ýстрогенов, прогестерона, HER-2/neu  
и маркер пролиферативной активности Ki67. 
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Кроме того, учитываются традиционные факто-
ры, такие как размеры новообразования, харак-
тер и степень распространенности процесса. Од-
нако прогностическая ценность перечисленных 
факторов далеко не всегда является однозначной 
и достаточной. 

Люминальный РМЖ представляет собой ге-
терогенную группу опухолей: люминальный А 
подтип является положительным по ýкспрессии 
рецепторов к ýстрогену и (или) прогестерону, без 
гиперýкспрессии рецептора ýпидермального фак-
тора роста 2-го типа (HER2), с низким индексом 
пролиферативной активности Ki67. Данный моле-
кулярный подтип характеризуется относительно 
благоприятным прогнозом. Люминальный тип В 
может быть представлен подтипами, положи-
тельными по ýкспрессии рецепторов к ýстрогену 
и (или) прогестерону, без гиперýкспрессии HER2, 
с высоким индексом Ki67, а также опухолями, 
позитивными по ýкспрессии рецепторов как к 
стероидным гормонам, так и к HER2 [2]. Прогноз 
при люминальном В РМЖ менее благоприятный 
и сравним с трижды негативными опухолями [3]. 
Трижды негативные раки характеризуются от-
сутствием специфических мишеней терапевтиче-
ского воздействия для проведения гормональной 
и таргетной терапии, имеют специфический ха-
рактер метастазирования (чаще в легкие и го-
ловной мозг) [4], агрессивное течение и неблаго-
приятный прогноз в отношении безрецидивной и 
общей выживаемости [5]. 

Для рака молочной железы показано, что вза-
имодействие ýстрогеновых рецепторов с сигналь-
ными путями, реализуемыми через рецепторы 
ýпидермального фактора роста (EGFR), играет 
ключевую роль в развитии резистентности опу-
холи к ýндокринному воздействию [6, 7]. Кроме 
того, при реализации терапевтического ответа 
могут принимать участие и альтернативные пути 
[8]. Для различных молекулярных подтипов РМЖ 
характерны значительные отличия в патогенезе 
в ответе на проводимую терапию, неодинаковая 
потенция к лимфогенному и гематогенному ме-
тастазированию [9–11]. В связи с ýтим необхо-
дим поиск иных информативных дополнительных 
маркеров прогноза, которые будут отражать ме-
таболические процессы в опухоли.

На биологическое поведение опухоли может 
повлиять постоянное изменение протеома, проис-
ходящее под влиянием различных факторов в ходе 
трансформации нормальных клеток в опухолевые 
и при распространении онкологического процес-
са, что отражается в изменении регуляции рецеп-
торов, компонентов сигнальных путей, факторов 

транскрипции, участвующих в формировании рака 
молочной железы [12, 13]. Одним из основных пу-
тей регуляции состава  и качества протеома яв-
ляется протеолиз, опосредуемый убиквитин-про-
теасомной системой. Протеасома обладает тремя 
основными протеолитическими активностями: 
химотрипсинподобной (ХПА), трипсинподобной 
и каспазаподобной (КПА). В клетке протеасомы 
осуществляют протеолиз цитозольных, ядерных 
белков, превращение неактивных белков-предше-
ственников в активные, участвуют в образовании 
регуляторных пептидов [14]. 

Также благодаря динамическим внутрикле-
точным процессам возможно формирование им-
мунных протеасом, которые способны выполнять 
неимунные функции, в частности, участвовать в 
инвазии опухолей [15]. Протеасомы могут рас-
щеплять белки цитоскелета, актин-связывающие 
белки и транскрипционные факторы, регулирую-
щие подвижность клеток, и таким образом уча-
ствовать в процессе метастазирования [15–18]. 
Многие ядерные белки, опосредующие програм-
мируемую клеточную гибель, являются субстра-
тами для протеасом: транскрипционные факторы 
(c-Fos, c-Myc, AP-1), опухолевый супрессор p53, 
ингибитор NF-kB IkB, белки, контролирующие 
клеточный цикл, белки семейства  Bcl-2, белки, 
контролирующие активность каспаз (IAPs) и уча-
ствующие в проведении проаптотического сиг-
нала (cFLIP) [19, 20]. Также обсуждается роль 
аденилилциклаза-ассоциированного протеина 
как маркера ранней диагностики и маркера мета-
стазирования при плоскоклеточных карциномах 
головы и шеи [21]. 

Описано участие протеасом в регуляции до-
ступности ýстрогеновых рецепторов, и, кроме 
того, в разрушении рецепторов прогестерона, в 
снижении ýкспрессии рецепторов EGFR и HER-
2/neu,  участие в деградации рецепторов инсули-
ноподобных факторов роста гормонов [22, 23]. 
Ранее в наших исследованиях было выявлено, что 
в опухолевой ткани молочной железы активность 
и состав протеасом варьируют в зависимости от 
наличия или отсутствия в них рецепторов ýстро-
генов и прогестерона [24].

В ряде исследований продемонстрировано 
участие протеасомной системы в прогрессии 
опухолей различных локализаций. При разви-
тии лимфогенных и гематогенных метастазов для 
рака толстой кишки описано повышение ХПА 
протеасом [25], тогда как подобное распростра-
нение при раке мочевого пузыря сопровождалось 
снижением активности протеасом [26]. Данные 
об участии протеасомной системы в механизмах 
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метастазирования при плоскоклеточном раке го-
ловы и шеи свидетельствуют об усилении процес-
сов внутриклеточного протеолиза и повышении 
ХПА активности протеасом [27]. 

Целью данной работы явилось изучение осо-
бенностей функционирования протеасомной си-
стемы при различных молекулярных подтипах 
рака молочной железы в зависимости от распро-
страненности и прогрессирования опухолевого 
процесса в отдаленном периоде.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В исследование включены 132 пациентки с ра-

ком молочной железы, из них у 62 больных был 
выявлен люминальный А подтип опухоли (47%), 
у 48 человек – люминальный В рак (36%). Группа 
люминального В рака молочной железы в данном 
исследовании представлена только HER-2 отри-
цательными случаями. У 22 пациенток был триж-
ды негативный молекулярный подтип опухоли 
(17%). Все пациентки получали комбинированное 
лечение: на I ýтапе выполнялось радикальное 
оперативное вмешательство. Проведение в адью-
вантном режиме химио-, гормоно- или лучевой 
терапии осуществлялось по показаниям. Неоадъ-
ювантная химия или гормонотерапия не проводи-
лась. Группы исследования были сопоставимы по 
количеству в зависимости от распространенности 
опухолевого процесса. 

При люминальном А раке лимфогенные ме-
тастазы отсутствовали (N

0
) у 52%, у 40% метас-

тазами было поражено до четырех регионарных 
лимфоузлов (N

1
), у 8% обнаружено 5–10 метаста-

тических лимфоузлов (N
2
). При люминальном В 

раке лимфогенные метастазы (N
0
) отсутствовали 

у 48%, у 33% наблюдалось до четырех поражен-
ных лимфоузлов (N

1
), у 19% обнаружено 5–10 

метастатических лимфоузлов (N
2
). При трижды 

негативном раке молочной железы распределе-
ние на группы в зависимости от регионарной 
распространенности составило 68, 23 и 9% со-
ответственно. Также изучалась 5-летняя безме-
тастатическая  выживаемость. Срок наблюдения 
за больными составили 2–60 мес (Ме 30 мес). В 
представленной выборке у 13% пациентов в те-
чение 5-летнего периода наблюдалось прогресси-
рование процесса в виде развития гематогенных 
метастазов. 

Материалом для исследования явилась опу-
холевая и гистологически неизмененная ткань 
молочной железы, полученная от больных РМЖ 
после оперативного вмешательства. Работа про-
ведена с соблюдением принципов добровольно-

сти и конфиденциальности в соответствии с «Ос-
новами законодательства РФ об охране здоровья 
граждан» (Указ Президента РФ от 24.12.1993 
№ 2288). 

Оценка состояния протеасомной системы про-
водилась путем определения активности протеа-
сом. Химотрипсиноподобную и каспазаподобную 
активность протеасом оценивали флуориметри-
ческим методом в осветленных гомогенатах, по-
лученных из ткани РМЖ. Çатем на основании 
определения соответствующих активности про-
теасом определяли kХПА и kКПА – коýффи-
циенты химотрипсинподобной активности и ка-
спазаподобной активности протеасом, которые 
рассчитывались как отношение соответствующей 
активности в опухолевой ткани к активности в 
неизмененной ткани. 

Определение активности протеасом. Химо-
трипсиноподобную активность (ХПА) и каспаза-
подобную активность (КПА) протеасом опреде-
ляли по гидролизу специфичных флуорогенных 
олигопептидов. Для исключения вклада примес-
ной протеолитической активности в пробы до-
бавляли специфические ингибиторы активности 
протеасом. Образовавшиеся продукты регистри-
ровали на флуориметре при длине волны воз-
буждения 380 нм и ýмиссии 440 нм. Çа едини-
цу активности протеасом принимали количество 
фермента, при котором гидролизуется 1 нмоль 
соответствующего субстрата в течение 1 мин. 
Удельную активность протеасом выражали в еди-
ницах активности на 1 мг белка. Содержание бел-
ка определяли по методу Лоури. 

Статистическую обработку результатов про-
водили с применением пакета статистических 
программ Statistica 8.0. Достоверность различий 
между группами определяли с помощью непа-
раметрического критерия Манна – Уитни, Кра-
скела – Уоллиса с поправкой Бонферони для не-
зависимых выборок. В таблицах все результаты 
представлены как Me [Q

1
; Q

3
], где Me – медиана, 

Q
1
 – нижний квартиль, Q

3
 – верхний квартиль. 

Показатели выживаемости оценивали с помо-
щью построения кривых выживаемости по мето-
ду Каплана – Майера. Для сравнения показате-
лей выживаемости в группах были использованы 
обобщенный критерий Гехана – Вилкоксона, 
лог-ранговый тест. Различия считались значимы-
ми при р < 0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Оценивая особенности функционирования 

протеасомной системы при различных молеку-
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лярных подтипах рака молочной железы, было 
зарегистрировано значимое увеличение химо-
трипсиноподобной активности в опухоли в 2,4; 
2,1; 2,2 раза при люминальном А, люминальном 
В и трижды негативном раке молочной железы 
соответственно (р < 0,01). При люминальном В 
РМЖ также выявлено увеличение в 2,6 раза ка-
спазаподобной активности по сравнению с неиз-
мененной тканью (р = 0,03) (табл. 1). Кроме того, 
при различных молекулярных подтипах рака мо-
лочной железы не выявлено ярко выраженных 

отличий в активности протеасом. Так, для лю-
минального А РМЖ были характерны умеренные 
ХПА и КПА, коýффициенты ХПА и КПА равны 
2,4 и 2,2 соответственно. Люминальный В подтип 
характеризуется сравнительно высокой каспаза-
подобной активностью протеасом, высокими зна-
чениями kКПА при умеренно высоких значени-
ях ХПА и наименьшими значениями kХПА. Для 
трижды негативных опухолей были характерны 
умеренная ХПА и КПА, высокие значения kХПА 
(см. табл. 1).  

Т а б л и ц а  1  
T a b l e  1

Химотрипсинподобная (ХПА), каспазаподобная (КПА) активность протеасом в опухолевой и неизмененной ткани  
и соответствующие коэффициенты активности протеасом (kХПА, kКПА) при различных молекулярных типах рака  

молочной железы  
Chymotrypsin-like (ChPA), caspase-like (CPA) proteasome activity in tumor and unchanged tissue and corresponding 

proteasome activity coefficients (kChPA, kCPA) for various molecular types of breast cancer

Показатель
Characteristic 

Люминальный А, n = 62
Luminal A, n = 62

Люминальный В (НЕР2-), n = 48
Luminal B (НЕР2-), n = 48

Трижды негативный, n = 22
Triple negative, n = 22 

ХПА
ChPA

Опухолевая ткань 
Tumor tissue 

31,71
[15,73; 81,91]*

45,7
[18,51; 112,0]*

47,9
[33,1; 79,2]* 

Неизмененная ткань
Unchanged tissue 

13,23
[6,41; 34,33]

21,83
[7,91; 51,91]

16,43
[10,64; 34,12]

kХПА
kChPA

2,43
[1,11; 5,07]

1,61
[1,11; 3,97]

2,9
[1,6; 5,2]

КПА
CPA

Опухолевая ткань
Tumor tissue

44,27
[16,71; 163,77]

53,43
[25,18; 236,69]*

47,11
[16,75; 78,09]

Неизмененная ткань 
Unchanged tissue

18,31
[9,49; 60,33]

20,68
[10,32; 69,18]

16,08
[7,78; 27,0]

kКПА
kCPA

2,23
[1,33; 4,91]

2,92
[1,41; 7,14]

2,22
[1,53; 8,21]

Примечание: n – количество пациентов. 
*  значимость различий с группой «Неизмененная ткань», р < 0,05.
Note: n – number of patients. 
*  significance of differences in “Unchanged tissue” group, р < 0.05.

Вероятно, увеличение активности протеасом в 
опухоли по сравнению с неизмененными тканя-
ми может быть вызвано интенсивными метаболи-
ческими процессами. Как известно, опухолевый 
рост сопровождается нарушением клеточного 
цикла, усилением пролиферации, ингибировани-
ем апоптоза. Несомненно, чтобы клетке продол-
жать свое существование, необходимо усилить 
систему, занимающуюся деградацией выполнив-
шего функцию белкового и пептидного матери-
ала.

Анализируя изменения показателей проте-
асомной внутриклеточной протеолитической 
системы в зависимости от распространенности 
процесса на регионарные лимфоузлы, методом 
дисперсионного анализа статистически значи-
мые различия выявлены при люминальном А и 

люминальном В раке молочной железы для КПА 
протеасом (p = 0,02 и 0,04 соответственно). Для 
трижды негативного РМЖ статистически значи-
мые внутригрупповые различия были характерны 
для коýффициента каспазаподобной активности 
(р = 0,04). В табл. 2 приведены данные относи-
тельно изменения показателей протеасомной 
системы при различных молекулярных подти-
пах РМЖ с учетом лимфогенной распростра- 
ненности. 

Так, при люминальном А РМЖ наблюдает-
ся достоверное увеличение КПА протеасом при 
обширном поражении метастазами регионарных 
лимфоузлов по сравнению с прогностически бла-
гоприятной группой по регионарному метастази-
рованию (N

0 
и N

1
) (р = 0,03), тогда как при люми-

нальном В раке КПА уменьшается (см. табл. 2). 
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Кроме того, при люминальных раках значения 
коýффициентов активности протеасом значимо 
не изменялись и характеризовались значительной 
вариабельностью. Это может быть связано с на-
личием внутригрупповой гетерогенности по мета-
болизму опухолей. Для трижды негативных опу-
холей коýффициент каспазаподобной активности 
протеасом в отсутствии лимфогенных метастазов 
был в 2,4 раз выше по сравнению с распростра-
ненными на регионарные лимфоузлы опухолями 
(р = 0,03), что может быть связано с более злока-
чественным фенотипом опухоли.

На следующем ýтапе исследовали связь между 
показателями протеасомной системы с отдален-
ными результатами лечения у больных РМЖ. По-
казано, что при люминальном А раке молочной 
железы в течение 5-летнего периода наблюдения 
прогрессирование в виде развития гематогенных 
метастазов развились у 10% пациентов. Çначимым 
показателем неблагоприятной 5-летней безмета-

статической выживаемости при люминальном А 
РМЖ являлись коýффициент химотрипсинопо-
добной активности протеасом  kХПА более 2,45 
(чувствительность 87,5%, специфичность 55%,  
р = 0,02) и коýффициент каспазаподобной актив-
ности kКПА выше 2,19 (чувствительность 100%, 
специфичность 58%, р = 0,03). Причем высокие 
значения коýффициентов химотрипсинподбной и 
каспазаподобной активности протеасом наблю-
дались у 51% пациентов с люминальным А РМЖ. 

При люминальном В раке молочной железы и 
при трижды негативном РМЖ прогрессирование в 
отдаленном периоде было отмечено у 13 и 20% па-
циентов соответственно, а значимым показателем 
неблагоприятного исхода в отношении 5-летней 
безметастатической выживаемости являлся коýф-
фициент кКПА более 2,19 (чувствительность 100%, 
специфичность 56%, р = 0,01 для люминального В 
РМЖ; чувствительность 100%, специфичность 69%, 
р = 0,04 для трижды негативного РМЖ). При ýтом 

Т а б л и ц а  2  
T a b l e  2

Изменения активности протеасом в опухолевой ткани при различных молекулярных типах рака молочной железы  
в зависимости от распространенности опухолевого процесса на регионарные лимфоузлы  

Changes in proteasome activity in tumor tissue with different molecular types of breast cancer, depending on the prevalence  
of the tumor process on regional lymph nodes

Показатель
Characteristic

Люминальный А, n = 62
Luminal A, n = 62

Люминальный В, (НЕР2-), n = 48
Luminal B, (НЕР2-), n = 48 

Трижды негативный, n = 22
Triple negative n = 22

ХПА
ChPA

N 
0,

28,85
[15,65; 64,34]

52,74
[17,80; 116,67]

44,28
[26,09; 113,40]

N
1

31,68
[12,22; 81,90]

50,57
[22,61; 148,94]

50,64
[37,10; 70,15]

N
 2

86,75
[74,26; 148,08]

23,74
[8,91; 70,80]

65,57
[48,40; 82,73]

КПА
CPA

N 
0

45,90
[18,74; 150,87]

126,58
[22,80; 510,71]

46,34
[15,50; 114,80]

N
1

30,90
[10,11; 70,86]

53,15
[28,20; 150,01]

47,06
[20,0; 54,30]

N 
2

365,19
[184,10; 588,26]*,**

32,80
[17,90; 39,76]*

43,57
[36,87; 50,26]

kХПА
kChPA

N 
0

1,99
[1,04; 3,54]

1,73
[0,94; 5,05]

3,96
[2,08; 5,32]

N
1

2,59
[1,33; 5,02]

1,97
[1,0; 3,36]

2,21
[1,23; 2,71]

N 
2

6,51
[0,66; 7,19]

1,25
[1,06; 1,38]

2,62
[1,60; 3,64]

kКПА
kCPA

N 
0

2,21
[1,40; 4,89]

3,19
[0,83; 7,92]

3,33
[1,97; 8,61]

N
1

2,16
[0,76; 6,56]

2,89
[1,61; 5,28]

1,43
[1,24; 1,74]*

N 
2

3,59
[1,91; 5,35]

2,02
[1,20; 4,94]

1,52
[1,37; 4,67]

П р и м е ч а н и е. ХПА – химотрипсинподобная активность протеасом; КПА – каспазаподобная активность протеасом; 
kХПА и kКПА – соответствующие коýффициенты активности протеасом.
* значимость различий с группой N

0
, р < 0,05; **  значимость различий с группой N

1
, р < 0,05.

N o t e. ChPA – chymotrypsin-like proteasome activity; CPA – caspase-like proteasome activity; kChPA and kCPA – corresponding 
coefficients of proteasome activity.
* the significance of differences in the group N

0
, p <0.05; ** significance of differences in group N

1
, p <0.05.
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высокий кКАС наблюдался у 60% пациентов с лю-
минальным В раком и у 45% пациенток с трижды 
негативным РМЖ. В течение 5-летнего периода на-
блюдения отдаленные метастазы развились только 
у пациенток с высоким значением коýффициента 
каспазаподобной активности, а при значении дан-
ного коýффициента менее 2,19 ни у одной паци-
ентки не было выявлено гематогенных метастазов. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, при всех изученных моле-

кулярных типах РМЖ наблюдалось увеличение 
активности протеасом в опухоли по сравнению 
с неизмененными тканями. Кроме того, процесс 
лимфогенного метастазирования при люминаль-
ных раках молочной железы сопряжен с суще-
ственным изменением каспазаподобной актив-
ности протеасом, причем для люминального А 
подтипа было характерно увеличение КПА при 
обширном лимфогенном метастазировании (N

2
), 

тогда как при люминальном В раке активность 
протеасом уменьшалась. Снижение каспазапо-
добной активности протеасом при люминальном 
В подтипе РМЖ, вероятно, можно рассматривать 
как неблагоприятный прогностический признак, 
характеризующий отсутствие адекватной регуля-
ции протеасомной системы. 

Для трижды негативных опухолей распростра-
нение опухоли на регионарные лимфоузлы сопро-
вождалось снижением коýффициента каспазапо-
добной активности протеасом. Вероятно, что при 
отсутствии рецепторов ýстрогенов, рецепторов 
прогестерона и рецептора ýпидермального факто-
ра роста 2-го типа в опухоли изменяется метабо-
лизм. Кроме того, общим для всех молекулярных 
подтипов показателем неблагоприятной 5-летней 
безметастатической выживаемости явился коýф-
фициент каспазаподобной активности (kКПА) 
протеасом выше 2,19. Эти новые знания, несо-
мненно, будут полезны для создания новых, более 
точных диагностических инструментов и мишеней 
противоопухолевых препаратов. 
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Role of proteasome system in prognosis of breast cancer progression 
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ABSTRACT

The aim of this study was to compare the activity of proteasomes with different variants of tumor progression 
in luminal and triple-negative breast cancer (BC). 

Materials and methods. 132 patients with primary luminal and triple-negative breast cancer in stage Т1-3N0-

2M0 who had not received neoadjuvant treatment were included in this study. Proteasome chymotrypsin-like 
(ChTL) and caspase-like (CL) activities were determined by hydrolysis of fluorogenic peptides Suc-LLVY-AMC 
and Z-LLGlu-AMC in samples of tumor and adjacent tissues. The coefficients of chymotrypsin-like (kChTL) 
and caspase-like (kCL) proteasome activity were also calculated as the ratio of the corresponding activity in 
the tumor tissue to activity in the adjacent tissue. Results: 

Results. The increased level of ChTL and CL proteasomal activity in the tumor were observed in comparison 
with adjacent tissues for all molecular subtypes of BC. The process of lymphogenic metastasis of luminal A and 
luminal B subtypes of breast cancer is associated with significant changes in the CL activity of the proteasome. 
Caspase-like activity of proteasomes was increased in luminal A breast cancer with extensive lymphogenic me-
tastasis (N2), and on the other hand it was decreased in the luminal B subtype of cancer. For the hematogenic 
pathway of breast cancer progression the ratio of proteasomal activity in the tumor and adjacent tissues plays 
a significant role. The increase in proteasome activity in the tumor over the activity of proteasomes in adjacent 
tissues more than 2 times was associated with poor metastatic-free prognosis of the disease. 
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