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Введение. Рак желудка остается серьезной проблемой здравоохранения. Гены раково-тестикулярных антигенов 
(РТ-гены) при данной патологии могут быть перспективными мишенями для иммунотерапии из‑за их ограниченной 
экспрессии в нормальных тканях. Большую роль в регуляции экспрессии РТ-генов при раке желудка играют сети 
эндогенных конкурентно взаимодействующих РНК (ceRNAs). Эти сети сложны и требуют комплексного биоинфор-
матического и экспериментального анализов.
Цель исследования – биоинформатический анализ с последующей валидацией экспрессии РТ-генов и ее регуляции 
в злокачественных опухолях желудка.
Материалы и методы. Данные для биоинформатического этапа исследования взяты из базы Gene Expression Omnibus 
(GEO). Идентификацию дифференциально экспрессирующихся генов осуществляли с помощью GEO2R, микроРНК,  
таргетирующих гены-мишени,  – с использованием метода машинного обучения Random forest. Также проводили 
анализ взаимодействия микроРНК и длинных некодирующих РНК (lncRNAs). Клиническим материалом для экспе-
риментального этапа исследования послужили опухолевые и условно нормальные ткани 100 пациентов с гистоло-
гически подтвержденным диагнозом «рак желудка». Величины относительной экспрессии 6 РТ-генов (MAGEA10, 
MAGEA2, MAGEA12, MAGEA3, MAGEA6, MAGEH1), а также таргетирующих их микроРНК и lncRNAs определяли методом 
полимеразной цепной реакции в реальном времени.
Результаты. С использованием GEO2R обнаружены 18 617 дифференциально экспрессирующихся локусов, включая 
кодирующие белки гены, микроРНК и  lncRNAs. Выявлено изменение экспрессии 6 РТ-генов: MAGEA10, MAGEA2, 
MAGEA12, MAGEA3, MAGEA6 и MAGEH1, взаимодействующих с 40 микроРНК, которые, в свою очередь, взаимодейству-
ют с 17 lncRNAs. В опухолевой ткани пациентов обнаружены повышение экспрессии генов MAGEA10, MAGEA3 и MAGEA6 
(p <0,0001), снижение экспрессии miR-1207-5p, -6858-5p, -3127-3p, -3940-3p, -6807-3p, -3085-3p, -3934-5p, -4488, 
-4530, -6777-3p и -99a-3p (p <0,0001), увеличение экспрессии miR-7113-3p, miR-874-3p, а также повышение экс-
прессии LINC01089, AC145285.6, GAS5, AC005034.3, AL691447.2 (p <0,001) и снижение экспрессии SNHG14, AC002101.1, 
SLC9A3‑AS1 и AL118506.1 (p <0,001). На основании полученных данных построена модель регуляторной сети для РТ-генов 
при раке желудка.
Заключение. Продемонстрированы нарушения в сети конкурентно-взаимодействующих РНК РТ-генов при адено-
карциноме желудка. Полученные данные имеют большое значение для понимания фундаментальных механизмов 
регуляции РТ-генов, а также для совершенствования подходов к иммунотерапии (новые мишени и регуляторные 
молекулы) и диагностики (новые молекулярные маркеры) этого заболевания.

Ключевые слова: рак желудка, ген раково-тестикулярного антигена, сеть конкурентно-взаимодействующих РНК, 
экспрессия, некодирующая РНК, молекулярный маркер, мишень иммунотерапии
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Introduction. Gastric cancer remains a  serious public health problem. Cancer-testicular antigen genes (CT-genes) 
in gastric cancer may be promising targets for immunotherapy due to their limited expression in normal tissues. Competing 
endogenous RNA networks (ceRNAs) play an important role in regulating CT-gene expression in gastric cancer. These 
networks are complex and require comprehensive bioinformatics and experimental study.
Aim. To conduct a bioinformatic analysis followed by validation of СT-gene expression and its regulation in malignant 
gastric tumors.
Materials and methods. Data for the bioinformatics stage were downloaded from GEO. Identification of differentially expressed 
genes was carried out using GEO2R, microRNA targeting genes  – using the Random forest machine learning method.  
An analysis of the interaction of microRNA and long non-coding RNA (lncRNAs) was also performed. The clinical material  
for the experimental stage was tissues (tumor and conditionally normal) of 100 patients with a histologically confirmed  
diagnosis of gastric cancer. The relative expression values of 6 CT-genes (MAGEA10, MAGEA2, MAGEA12, MAGEA3, MAGEA6, 
MAGEH1), as well as their targeting microRNAs and lncRNAs, were determined using real-time polymerase chain reaction.
Results. Using GEO2R, 18,617 differentially expressed loci were detected, including protein-coding genes, microRNA and 
lncRNAs. Of these, a change in the expression of 6 CT-genes was revealed – MAGEA10, MAGEA2, MAGEA12, MAGEA3, MAGEA6, 
MAGEH1, interacting with 40 microRNAs, in turn interacting with 17 lncRNAs. In the patients tumor tissue, an increase 
in expression of the MAGEA10, MAGEA3 and MAGEA6 genes (p <0.0001), a decrease in expression of miR-1207-5p, -6858-
5p, -3127-3p, -3940-3p, -6807-3p, -3085-3p, -3934-5p, -4488, -4530, -6777-3p, -99a-3p (p <0.0001) and an increase 
in  expression of  miR-7113-3p, miR-874-3p, as well as an increase in  expression of  LINC01089, AC145285.6, GAS5, 
AC005034.3, AL691447.2 (p <0.001) and decreased expression of  SNHG14, AC002101.1, SLC9A3‑AS1 and AL118506.1 
(p <0.001) was found. Based on the obtained data, a model of the regulatory network for CT-genes in gastric cancer was 
constructed.
Conclusion. The study showed disturbances in the CT-genes competitively interacting RNA network in gastric adenocar-
cinoma. The obtained data are important for understanding the fundamental mechanisms of CT-gene regulation, as well 
as for improving approaches to immunotherapy (new targets and regulatory molecules) and diagnostics (new molecular 
markers) of this disease.

Keywords: gastric cancer, gene transcriptional activity regulation, network of competitively interacting RNA, expression, 
non-coding RNA, molecular marker, immunotherapy target
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Введение
Рак желудка (РЖ) остается серьезной проблемой 

здравоохранения, несмотря на снижение заболевае-
мости и смертности за последние десятилетия. Это 
одна из самых смертельных злокачественных опухолей, 
характеризующаяся низкими показателями 5‑летней 
выживаемости. Рак желудка является 5‑м по распро-
страненности видом злокачественных новообразова-
ний в мире и основной причиной смерти от них, осо-
бенно в Азии, где регистрируют около 75 % случаев 
данной патологии и летальных исходов, связанных 
с ней [1].

Экспрессия генов при РЖ характеризуется различ-
ными паттернами, которые ассоциированы с прогрес-
сированием опухоли, метастазами и неблагоприятным 
прогнозом. Такие гены, как COL1A1, CDH17, APOC1 
и APOE, часто сверхэкспрессируются в тканях РЖ. Эти 
гены связаны с инвазией опухоли, метастазами и про-
грессированием заболевания [2, 3]. Гены-концентра-
торы FN1, SPARC и SERPINE1 высоко экспрессируют-
ся в аденокарциноме желудка, их наличие связано 
с неблагоприятным прогнозом [4].

Особую группу генов при РЖ, которые вызывают 
интерес у исследователей в последнее время, состав-

ляют гены раково-тестикулярных антигенов (РТ-ге-
ны), кодирующие белки, обычно экспрессирующиеся 
в зародышевых клетках и различных видах рака, вклю-
чая РЖ. Они считаются перспективными мишенями 
для иммунотерапии рака из‑за их ограниченной экс-
прессии в нормальных тканях [5–8].

Например, известно, что при РЖ наблюдается вы-
сокий уровень экспрессии генов MAGE-A1, MAGE-A3 
и NY-ESO-1. При этом MAGE-A1 и MAGE-A3 демон-
стрируют значимые ассоциации с  лимфатической 
и сосудистой инвазиями, что указывает на их потен-
циальную роль в прогрессии опухоли [9, 10].

Важным, по мнению ряда авторов, является изуче-
ние механизмов регуляции экспрессии РТ-генов, так 
как полученные при этом данные могут быть исполь-
зованы в иммунотерапии опухолей [5, 6, 10]. При РЖ 
подобные исследования не проводились.

Большую роль в патогенезе и прогрессировании 
РЖ играют сети эндогенных конкурентно взаимодей-
ствующих РНК (ceRNAs), предполагающих взаимо-
действия между различными типами РНК, включая 
длинные некодирующие РНК (lncRNAs), микроРНК 
(miRNAs) и матричные РНК (mRNAs), которые регу-
лируют экспрессию генов, конкурируя за общие эле-
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менты ответа [11]. Сети ceRNA при РЖ сложны, вклю-
чают многочисленные РНК и  взаимодействия. 
Понимание этих сетей требует комплексного биоин-
форматического анализа и экспериментальной про-
верки [12].

Цель исследования – биоинформатический анализ 
с последующей валидацией экспрессии РТ-генов и ее 
регуляции в злокачественных опухолях желудка.

Материалы и методы
Биоинформатический анализ данных. Сведения 

об экспрессии генов получены из базы данных Gene 
Expression Omnibus (GEO) (300 образцов РЖ и 100  об
разцов нормальных тканей желудка (GSE66229, 
GSE62254)). Дифференциально экспрессирующиеся 
гены (ДЭГ) в опухолевых и нормальных тканях выяв-
ляли с помощью веб-сервиса GEO2R [13], позволяю-
щего сравнить исходные таблицы обработанных дан-
ных с использованием пакетов GEOquery и limma R 
из проекта Bioconductor [14, 15].

Поиск miRNAs, таргетирующих гены-мишени, 
осуществляли с использованием метода машинного 
обучения Random forest (метод случайного леса), ко-
торый сочетает методы бэггинга Бреймана и случай-
ных подмножеств. Модель Random forest позволяет 
предсказать вероятность того, что miRNA является 
истинным регулятором конкретного гена [16].

Анализ взаимодействия miRNAs и lncRNAs про-
водили следующим образом:

1) из базы GEO извлечены данные HITS-CLIP, PAR-
CLIP и CLASH, которые обработаны с помощью 
FASTX-Toolkit v.0.0.13 и проанализированы с ис-
пользованием PARalyzer v.1.1;

2) с  помощью UCSC LiftOver Tool все координаты 
сайтов связывания преобразованы в сборки hg19, 
mm9 / mm10 и  ce6 / ce10. Геномные координаты 
консервативных сайтов-мишеней miRNA, пред-
сказанные TargetScan, miRanda / mirSVR, PITA, 
Pictar и RNA22, также собраны и преобразованы 
в сборки hg19, mm9 / mm10 и ce6 / ce10 с использо-
ванием LiftOver;

3) полученные на  шаге 2 координаты сравнивали 
с ранее описанными кластерами CLIP с использо-
ванием BEDTools [16].
Для оценки потенциала направленной деградации 

miRNA под действием lncRNA использовали TDMD-
Score.

Пациенты. Клиническим материалом для иссле
дования послужили ткани (опухолевые и  условно 
нормальные) 100 пациентов в возрасте от 35 до 79 лет 
с гистологически подтвержденным диагнозом «рак 
желудка»: аденокарциномами G

1–2 
(n = 60) и G

3
 (n = 40) 

(табл. 1). Образцы тканей получены в процессе хирур-
гических вмешательств, проведенных с 2013 по 2024 г. 
в  Национальном медицинском исследовательском 
центре онкологии (г. Ростов-на-Дону). Все пациенты, 
вошедшие в  исследование, имели статус по  шкале 

Таблица 1. Клиническая характеристика пациентов с гисто-
логически подтвержденной аденокарциномой желудка

Table 1. Clinical characteristics of patients with histologically confirmed 
of gastric adenocarcinoma

Показатель 
Parameter

Вся 
когорта 

Entire 
cohort

(n = 100) 

Опухоль 
G

1–2
 

Tumor G
1–2

(n = 60) 

Опу-
холь G

3
 

Tumor G
3

(n = 40) 

Средний возраст, лет 
Average, age

65 ± 3,2 68 ± 9,1 62 ± 1,4

Мужской пол, % 
Male sex, %

72,5 70 75

Локализация, %: 
Location, %:

антральный отдел 
antral part
тело желудка 
body of the stomach
кардия / проксимальный 
отдел 
cardia / proximal part
тотальное поражение 
Total defeat

45

20

25

5

50

25

15

2

35

10

35

8

Стадия по классификации 
Tumor, Nodus 
and Metastasis, %: 
Tumor, Nodus and Metastasis 
stage, %:

I (T1–2N0M0)
II (T1–3N1–3M0)
III (T2–4a / bN0–3M0)
IV (T

любая
, N

любая
, M1) 

IV (T
any

, N
any

, M1) 

10
20
40
30

15
30
35
20

5
10
45
40

Глубина инвазии, %: 
Depth of invasion, %:

T1 (ранний рак) 
T1 (early cancer)
T2 (поражение мышеч-
ного слоя) 
T2 (lesions in the muscle layer)
T3 (поражение 
субсерозы) 
T3 (lesions in the subserosa)
T4a (поражение серозы /
 висцеральной брюшины) 
T4a (lesions in the serosa / 
 visceral peritoneum)
T4b (прорастание 
в соседние органы) 
T4b (growth into adjacent 
organs) 

10

15

30

25

20

15

20

25

22

18

5

10

35

30

20

Гистологический тип 
по Lauren, %: 
Histological type per Lauren, %:

кишечный 
intestinal
диффузный 
diffuse
смешанный 
mixed type

55

33

12

70

15

15

35

50

15
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Восточной кооперативной онкологической группы 
(Eastern Cooperative Oncology Group, ECOG) от 0 до 2.

Образцы тканей до исследования хранили в жид-
ком азоте на базе централизованного криохранилища 
Национального медицинского исследовательского 
центра онкологии. Для верификации образцов прово-
дили стандартное патолого-морфологическое иссле-
дование с окрашиванием фиксированных срезов тка-
ней гематоксилином и  эозином. Биоптаты тканей 
после проведения патолого-морфологического иссле-
дования разделяли на 2 группы: опухолевые (малигни-
зированные) и нормальные (немалигнизированные) 
образцы [17].

Анализ экспрессии генов. Фрагменты ткани гомо-
генизировали в 300 мкл лизирующего буфера, содер-
жащего 4 М тиоцианата гуанидина, 25 мМ цитрата 
натрия, 0,5 % саркозила и 0,1 М β-меркаптоэтанола. 
Выделение суммарной РНК из лизата тканей прово-
дили методом фенол-хлороформной экстракции в на-
шей модификации: к лизату добавляли 60 мкл 2 М 
ацетата натрия (pH 4.0) и перемешивали; к получен-
ной смеси добавляли 700 мкл насыщенного водой фе-
нола и перемешивали. Для разделения водной и орга-
нической фаз добавляли 200 мкл смеси хлороформа 
и изоамилового спирта (49:1), перемешивали и инку-
бировали 15 мин при 4 ºC; затем полученную смесь 
центрифугировали при 10 000g 15 мин при 2 ºС, верх-
нюю водную фазу отбирали в новую пробирку и до-
бавляли равный объем этанола, далее наносили смесь 
на колонку с фильтром из диоксида кремния (исполь-
зовали колонки из набора RNeasy Mini Kit (Qiagen, 
Германия) (РНК эффективно связывается с мембра-
ной из диоксида кремния). Колонку дважды промы-
вали буфером (4 M гуанидина изотиоцианата, 10 мМ 
трис-ацетата, 50 % этанола, 1 % 2‑меркаптоэтанола) 
и центрифугировали, дважды промывали буфером (10 мМ 
трис-HCl; pH 7,5; 0,1 M NaCl; 75 % этанола) и цент-
рифугировали при 400 g 1 мин. Для элюции РНК в ко-

лонку добавляли 120 мкл деионизированной воды 
с ингибитором РНКаз (1 ед. акт / мкл РНКазина) [18]. 
Элюат собирали центрифугированием при 400g 10 мин. 
Для длительного хранения препарат РНК переосажда-
ли 80 % этиловым спиртом, помещали в криобоксы 
и хранили при –80 ºС.

Для очистки от примесей ДНК образцы обрабаты-
вали препаратами ДНКазы I. Концентрацию получен-
ных препаратов РНК измеряли на флуориметре Qubit 2.0 
с  использованием набора Qubit RNA HS Assay Kit 
(Invitrogen, США). Для оценки качества полученного 
препарата РНК проводили электрофорез в 2 % агароз-
ном геле (интенсивность полос 18S и 28S рРНК в со-
отношении 1:1 свидетельствовала о  приемлемом 
для дальнейшей работы качестве РНК) [19].

Синтез комплементарной ДНК (кДНК) выполня-
ли с использованием коммерческих наборов Reverta-L 
(«ИнтерЛабСервис», Россия) по инструкции произво-
дителя. Концентрацию полученных препаратов кДНК 
измеряли на флуориметре Qubit 2.0 с помощью набора 
Quant-iT™ dsDNA High-Sensitivity (HS) Assay Kit 
(Invitrogen, США).

Методом количественной полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) в реальном времени определяли вели-
чины относительной экспрессии 6 РТ-генов: 
MAGEA10, MAGEA2, MAGEA12, MAGEA3, MAGEA6 
и MAGEH1 (табл. 2). При выборе референсного гена 
использовали алгоритм, описанный Д. С. Кутилиным 
[20] и J. Vandesompele и соавт. [21]: рассчитывали сред-
нее попарное изменение соотношения экспрессии 
между 2 генами во всех образцах (M-value) и стабиль-
ность (S-value). Чем ниже значение M-value, тем ста-
бильнее ген. Гены ранжировали по возрастанию M-
value. Ген с наименьшим значением этого показателя 
считали наиболее стабильным. S-value рассчитывается 
по формуле:

S-value = ln (1 / M-value).

Таблица 2. Последовательности праймеров для определения экспрессии генов (Primer-BLAST; дизайн de novo)

Table 2. Primer sequences for gene expression determination (Primer-BLAST; de novo design)

Ген 
Gene

Последовательность прямого праймера (5’→3’) 
Forward primer sequence (5’→3’) 

Последовательность обратного праймера (5’→3’) 
Reverse primer sequence (5’→3’) 

MAGEA2 CGCAGGCTCCGTGAGG CTGTGTTGACCTGAGTCACCT

MAGEA3 TGAGCAACGAGCGACGG TCAGCCTGTCCCCTCAGAA

MAGEA6 GGTGAGGAGGCAAGGTTCTG TTGCAGTGCTGACTCCTCTG

MAGEA10 TCTGTGAGGAGGCAAGGGAG CTTGTCAGATCCTGCGACCC

MAGEA12 GACGTCGGTGGAGGGAAG TGTCTCCTCAGAACCTGGATG

MAGEH1 GCCTCTAGCAGGAGACATGC TGAGGCCTGGATTTTGCGAT

GAPDH GTCAAGGCTGAGAACGGGAA TCGCCCCACTTGATTTTGGA

B2M AGATGAGTATGCCTGCCGTG CCATGATGCTGCTTACATGTCTC
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Гены с M-value <0,5 считали идеальными. В качестве 
референсных выбраны 2 гена: GAPDH (M-value = 0,047; 
S-value = 3,057) и B2M (M-value = 0,244; S-value = 1,410).

Полимеразную цепную реакцию в реальном вре-
мени (в 3 технических повторах) проводили на термо-
циклере Bio-Rad CFX96 (Bio-Rad, США) в 25 мкл ре-
акционной смеси, содержащей 12 нг кДНК; 0,25 мМ 
каждого из dNTPs; 2,5 мМ MgCl

2
; ПЦР-буфер; 1 ед. 

ДНК-полимеразы SynTaq; краситель EVA-Green 
и по 500 нМ прямого и обратного праймеров для ре-
ференсных генов или  гена-мишени по  следующей 
схеме: первичная денатурация при 95 ºС в течение 
3 мин; 40 циклов – 10 с при 95 ºС, 25 с при 60 ºС (тем-
пература подобрана экспериментальным путем с ис-
пользованием температурного градиента), 30 с 
при 72 ºС. Специфичность ПЦР контролировали с ис-
пользованием анализа кривых плавления (melting 
curve analysis). Относительную экспрессию (RЕ) рас-
считывали по формуле:

RЕ = Е–ΔΔCt,

где Е – эффективность амплификации, рассчитанная 
по формуле: E = 10–1 / k (k – коэффициент из уравнения 
прямой C (T) = k∙lgP

0
 + b, полученного путем линей-

ной аппроксимации экспериментальных данных 
(Е

среднее
 = 1,968)).

Нормализацию результатов проводили по 2 рефе-
ренсным генам – GAPDH и B2M – и уровню экспрес-
сии соответствующих генов-мишеней в образцах нор-
мальной ткани по приведенной ниже схеме:

1) нормализация по  среднему значению референс-
ных генов: ΔC(t) = C(t)

target
 – C(t)

g_reference
, где  

C(t)
g_reference

 – среднее геометрическое C(t) рефе-
ренсных генов (изменялось в  диапазоне от  18,1 
до 18,9); C(t)

target
 – среднее геометрическое C(t) ге-

нов-мишеней (изменялось в диапазоне от 22,5 до 30,1 
в зависимости от гена и типа ткани – норма или 
опухоль);

2) расчет E– ΔC(t) и медианы E–ΔC (t) по каждому гену для 
условно нормальной и опухолевой тканей каждого 
пациента;

3) нормализация по условно нормальной ткани и по-
лучение окончательного результата как кратность 
изменений (fold change, FC) [20] по формуле: FC = 
E–ΔC(t) медиана опухолевой ткани / E–ΔC(t) медиана нормальной ткани (что 
тождественно E–ΔΔC(t), или E–(ΔC(t) медиана опухолевой ткани – 

ΔC(t) медиана нормальной ткани).
Оценка экспрессии miRNA и  lncRNA. Зрелые  

miRNAs и малую ядерную РНК U6 выявляли с исполь-
зованием метода, предложенного I. Balcells и соавт. 
[22]. Выделенную суммарную РНК использовали в ре-
акции обратной транскрипции, которую проводили 
одновременно с полиаденилированием РНК, с приме-
нением специфичных RT-праймеров: 5’-CAGGTCCAGT

 

(15) 
V-3’ (где вместо V могут быть нуклеотиды AA, СA, 

AC, СС, TC, CT, TT, AT, TA, TG, GT, GG, GC, CG, AG, 

GA в зависимости от исходной последовательности 
miRNA). Полученную кДНК детектировали с помо-
щью ПЦР в реальном времени.

Специфичные олигонуклеотидные праймеры 
определяли с использованием алгоритма, разработан-
ного ранее [22]. К каждой miRNA подбирали несколько 
комплектов олигонуклеотидов, из которых выбирали 
те, которые характеризовались наиболее высокой эф-
фективностью обратной транскрипции и ПЦР. Эффек-
тивность обратной транскрипции оценивали по значе-
ниям пороговых циклов (Ct), полученных при анализе 
синтетических аналогов miRNA и mRNA («Биосан», 
Россия), взятых в известной концентрации. Эффектив-
ность амплификации (E) для каждой системы оцени-
вали с помощью калибровочной кривой, используя 
для анализа разведения соответствующие РНК, выде-
ленные из клинических проб согласно описанному вы-
ше протоколу (E = 2,0). При анализе стабильности экс-
прессии для подбора референсных miRNAs применяли 
алгоритм, описанный выше (для референсных генов) 
[20]. Первоначальный список предлагаемых нормали-
заторов включал miR-191 (экспрессия этой miRNA бы-
ла наиболее стабильной в 13 сравниваемых тканях [23]) 
и U6 (традиционно используется в качестве отдельного 
эталона для нормализации данных экспрессии miRNA). 
С помощью алгоритма для нормализации данных экс-
прессии miRNA выбран U6 (табл. 3).

Отдельно проводили реакцию обратной транс-
крипции miRNA в 1 повторе, в которой использовали 
реакционную смесь, содержащую 1× поли(А)-буфера 
(New England Biolabs Inc., США); 10 U / мкл обратной 
транскриптазы ММLV («Синтол», Россия); 0,1 мМ 
dNTP («Синтол», Россия); 0,1 мМ АТP (New England 
Biolabs Inc., США); 1 мкM RT-праймера; 0,5 U / мкл 
поли(A)-полимеразы (New England Biolabs Inc., США) 
и 1 мкг суммарной РНК. Реакцию проводили по сле-
дующей схеме: 15 мин при 16 оС, 15 мин при 42 оС; 
затем обратную транскриптазу инактивировали в те-
чение 2 мин при 95 оС [20].

Изменение относительной экспрессии miRNA 
оценивали методом ПЦР в реальном времени. Ампли-
фикацию проводили в 20 мкл ПЦР-смеси, содержа-
щей 1 × ПЦР-буфера; 0,25 мМ dNTP; 2 мM MgCl

2
; 

1 ед. акт. Taq-ДНК-полимеразы, по 500 нM прямого 
и  обратного праймеров. Количественную ПЦР  
c обратной транскрипцией каждого образца проводили 
в 3 повторах. Полученные смеси инкубировали в ам-
плификаторе CFX 96 (Bio-Rad Lab, США) по следующей 
схеме: 2 мин при 94 оС, денатурация –10 с при 95 оС, от-
жиг и элонгация – 20 с при 64 оС. Результаты, соответ-
ствующие Ct >40, считали отрицательными.

Относительную экспрессию miRNA (RE) рассчи-
тывали по формуле:

E–ΔΔCt (E = 1,988).

Нормализацию результатов проводили по референс-
ному локусу и уровню экспрессии соответствующих 
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МикроРНК 
miRNA

Последовательность праймеров (5’→3’) 
Primer sequence (5’→3’) 

hsa-miR-1207-5p
F: GTGGCAGGGAGGCT
R: CCAGTTTTTTTTTTTTTTTC
CCCTC

hsa-miR-5006-3p
F: GCAGTTTCCCTTTCCATCCT
R: CCAGTTTTTTTTTTTTTTTCT
GCCA

hsa-miR-6848-5p
F: TGGGGGCTGGGATG
R: AGGTCCAGTTTTTTTTTTTTTT
TACC

hsa-miR-6858-5p
F: GGAGGGGCTGGCA
R: GGTCCAGTTTTTTTTTTTTTT
TGTC

hsa-miR-3127-3p
F: AGTCCCCTTCTGCAGG
R: GGTCCAGTTTTTTTTTTTTTT
TCCA

hsa-miR-3940-3p
F: AGCCCGGATCCCAG
R: GGTCCAGTTTTTTTTTTTTTT
TAAGTG

hsa-miR-4463
F: GCAGGAGACTGGGGTG
R: GTCCAGTTTTTTTTTTTT
TTTGGC

hsa-miR-4687-3p
F: GCAGTGGCTGTTGGAG
R: CCAGTTTTTTTTTTTTTTTG
CCTG

hsa-miR-4726-3p
F: AGACCCAGGTTCCCTCT
R: GTTTTTTTTTTTTTTTGCGG
CCA

hsa-miR-6741-3p
F: TCGGCTCTCTCCCTCA
R: CCAGTTTTTTTTTTTTTT
TCTAGGGT

hsa-miR-6807-3p
F: GCACTGCATTCCTGCT
R: GTTTTTTTTTTTTTTTCTG
GGCCA

hsa-miR-6846-5p
F: GGGCTGGATGGGGTAG
R: GGTCCAGTTTTTTTTTTTTT
TTACTC

hsa-miR-1296-5p
F: GGCCCTGGCTCCAT
R: GTCCAGTTTTTTTTTTTTTTT
GGAGA

hsa-miR-1914-5p
F: GCCCGGCCCACTT
R: GGTCCAGTTTTTTTTTTTT
TTTCAGA

hsa-miR-3085-3p
F: GCAGTCTGGCTGCTATG
R: GGTCCAGTTTTTTTTTTTTT
TTGAG

hsa-miR-3180-5p
F: GCAGCTTCCAGACGCT
R: GTCCAGTTTTTTTTTTTTTT
TCGAC

hsa-miR-3934-5p
F: GTCAGGTGTGGAAACTGAG
R: GTCCAGTTTTTTTTTTTTTT
TCTGC

hsa-miR-4253
F: GCAGAGGGCATGTCCAG
R: AGGTCCAGTTTTTTTTTTTT
TTTACC

МикроРНК 
miRNA

Последовательность праймеров (5’→3’) 
Primer sequence (5’→3’) 

hsa-miR-4313
F: CCCCCTGGCCCCA
R: GTCCAGTTTTTTTTTTTTT
TTGGGT

hsa-miR-4488
F: GGGGGCGGGCT
R: GTTTTTTTTTTTTTTTCGC
CGGA

hsa-miR-4530
F: CCAGCAGGACGGGA
R: TCCAGTTTTTTTTTTTTTT
TCGCT

hsa-miR-4687-5p
F: GCCCTCCTCCCGCA
R: GTCCAGTTTTTTTTTTTTT
TTGGGT

hsa-miR-4695-5p
F: GAGGCAGTGGGCGA
R: CCAGTTTTTTTTTTTTTTTC
CTGCT

hsa-miR-5787
F: GGGCGCGGGGA
R: GGTCCAGTTTTTTTTTTTTT
TTACCT

hsa-miR-6735-3p
F: CTGTGGCTCCTCCCT
R: GGTCCAGTTTTTTTTTTTTT
TTCTGA

hsa-miR-6749-3p
F: GCTCCTCCCCTGCCT
R: GTTTTTTTTTTTTTTTCTGG
GCCA

hsa-miR-6756-5p
F: TGGGGCTGGAGGTG
R: GGTCCAGTTTTTTTTTTTT
TTTAGC

hsa-miR-6757-3p
F: GCAGAACACTGGCCTTG
R: CAGTTTTTTTTTTTTTTTGG
GGATAG

hsa-miR-6763-3p
F: GCTCCCCGGCCTCT
R: GGTCCAGTTTTTTTTTTTTT
TTCTG

hsa-miR-6777-3p
F: CGCAGTCCACTCTCCTG
R: GGTCCAGTTTTTTTTTTTT
TTTCTG

hsa-miR-6778-5p
F: GAGTGGGAGGACAGGAG
R: AGGTCCAGTTTTTTTTTTT
TTTTACC

hsa-miR-6786-5p
F: GGTGGGGCCGGAG
R: GGTCCAGTTTTTTTTTTTT
TTTACG

hsa-miR-6829-3p
F: CAGTGCCTCCTCCGT
R: GGTCCAGTTTTTTTTTTTT
TTTCTGA

hsa-miR-6836-5p
F: GGCCCTGGCGCA
R: TCCAGTTTTTTTTTTTTTTTA
TGCCT

hsa-miR-6851-5p
F: CAGAGGAGGTGGTACTAGG
R: GGTCCAGTTTTTTTTTTTT
TTTGCT

hsa-miR-7110-3p
F: TCTCTCTCCCACTTCCCT
R: GGTCCAGTTTTTTTTTTTT
TTTCTG

Таблица 3. Специфические праймеры для miRNA и малой ядерной РНК U6 (дизайн de novo).

Table 3. Specific primers for miRNA and small nuclear RNA U6 (de novo design)
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ременными оценивали с  помощью коэффициента 
ранговой корреляции Спирмена (r).

Результаты
Биоинформатический анализ. С использованием 

GEO2R проанализирована дифференциальная экс-
прессия генов в 400 образцах тканей (300 опухолевых 
и 100 нормальных) больных РЖ. Обнаружены 18 617 диф- 
ференциально экспрессирующихся локусов, включая 
кодирующие белки гены, miRNAs и lncRNAs. Из них 
9061 генетический локус статистически значимо сни-
жал экспрессию, а 9556 локусов были гиперэкспрес-
сированы (рис. 1).

Из ДЭГ особый интерес представляет группа так 
называемых РТ-генов. Так, в ходе анализа базы дан-
ных GEO выявлено изменение экспрессии 11 РТ-ге-
нов: MAGEA10, MAGEA2, MAGEA12, MAGEA3, MAGEA6, 
MAGEH1, MAGEE1, BAGE2, CTAGE5, MAGED2 
и MAGEL2 (табл. 5).

Для локусов MAGEA10, MAGEA2, MAGEA12, MAGEA3, 
MAGEA6, MAGEH1, изменивших экспрессию более 
чем  в  1,25 раза, проведен поиск таргетирующих 
их  miRNAs. Выявлены 789 уникальных miRNAs:  
270 для MAGEA10, 93 – для MAGEA12, 98 – для MAGEA2, 
84 – для MAGEA3, 109 – для MAGEA6 и 135 – для MAGEH1. 
Наиболее стабильным взаимодействием с  целевой 
мРНК (оценивалось по свободной энергии взаимо-
действия, не более –26,0) обладала 201 miRNAs: 73 – 
для MAGEA10, 27 – для MAGEA12, 20 – для MAGEA2, 
31 – для MAGEA3, 33 – для MAGEA6 и 17 – для MAGEH1.

Среди выявленных 40 miRNAs таргетируют не-
сколько рассматриваемых локусов (рис. 2, табл. 6). 
Для 4 из них установлена возможность взаимодейст-
вия с 90 lncRNAs. При этом ncRNA KCNQ1OT1 спо-
собна взаимодействовать с 3 miRNAs (hsa-miR-3940-
3p, -1296-5p и -874-3p), AC109460.3 и AC131212.3 –  
с  2 miRNAs (hsa-miR-3940-3p и  hsa-miR-874-3p), 
MIR29B2CHG и XIST – с 2 miRNAs (hsa-miR-6807-3p 
и hsa-miR-1296-5p), NEAT1 и SNHG29 – с 2 miRNAs 
(hsa-miR-6807-3p и hsa-miR-874-3p) (рис. 3).

Для оценки потенциала направленной деградации 
miRNA под  действием lncRNA используют 
TDMDScore. По этому показателю финальный список 
lncRNAs был следующим: для  hsa-miR-3940-3p  – 
KCNQ1OT1, LINC01089 и AC145285.6, для hsa-miR-
6807-3p – GAS5, AC005034.3, AC104447.1, AL691447.2 
и  AC024580.1, для  hsa-miR-1296-5p  – AL355075.4, 
AC069281.2, SNHG14 и SNHG15, для hsa-miR-874-3p – 
AC040162.3, MIRLET7BHG, AC002101.1, SLC9A3‑AS1 
и AL118506.1.

Экспериментальная валидация данных биоинфор
матического анализа. На основе данных биоинформа-
тического анализа выбран фрагмент потенциально 
существующей регуляторной сети конкурентно вза-
имодействующих РНК для валидации на образцах 
100 пациентов со злокачественными опухолями же-
лудка.

МикроРНК 
miRNA

Последовательность праймеров (5’→3’) 
Primer sequence (5’→3’) 

hsa-miR-7113-3p
F: CTGCCCGCCTCTCT
R: GGTCCAGTTTTTTTTTTTT
TTTCTG

hsa-miR-7160-3p
F: CAGGGCCCTGGCT
R: TCCAGTTTTTTTTTTTTTT
TCTGCT

hsa-miR-874-3p
F: CCTGGCCCGAGGGA
R: GTCCAGTTTTTTTTTTTTT
TTCGGT

hsa-miR-99a-3p
F: AAGCTCGCTTCTATGGGT
R: GGTCCAGTTTTTTTTTTTT
TTTCAG

U6

F: CGGCAGCACATATACTAAAA
TTGGAACGATACAGAGAAGATT
AGCATGGCCCCTGCGCAAGGA
TGACACGCAAATTCGTGAAG
R: CAGGTCCAGTTTTTTTTTTT
TTTTAAA

Примечание. Последовательности основаны на зрелых 
микроРНК из miRDB. 
Note. Sequences are based on mature miRNAs from miRDB.

Окончание табл. 3

End of table 3

miRNA-мишеней в образцах нормальной ткани после-
довательно по схеме, приведенной ниже:

1) нормализация по референсному локусу: 
ΔC(t) = C(t)

target
 – C(t)

reference
, 

где C(t)
reference

 – C(t) референсного локуса;
2) расчет E–ΔC(t) и медианы E–ΔC(t) по каждой miRNA 

для условно нормальной и опухолевой тканей каж
дого пациента;

3) нормализация по условно нормальной ткани и опре-
деление окончательного результата как кратность 
изменений по формуле: 

FC = RЕ = E–ΔC(t) медиана опухолевой ткани / E–ΔC(t) медиана нормальной ткани 
(что тождественно E–ΔΔC(t),  
или E– (ΔC(t) медиана опухолевой ткани –ΔC(t) медиана нормальной ткани) [20].

Экспрессию lncRNA оценивали с использованием 
метода ПЦР, аналогичного примененному для анализа 
экспрессии mРНК. С помощью алгоритма для норма-
лизации данных экспрессии выбран ген lncRNA 
LINC00115 (M-value = 0,096; S-value = 2,343) (табл. 4).

Методы статистической обработки полученных дан-
ных. Cтатистическую обработку результатов выполня-
ли с  помощью программы Statistica 10.0 (StatSoft, 
США). Нормальность распределения показателей 
оценивали с использованием критерия Колмогорова–
Смирнова. Для анализа различий применяли крите-
рий Манна–Уитни для порогового уровня статисти-
ческой значимости р <0,05; для учета множественного 
сравнения – поправку Бонферрони. Связь между пе-
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В  этот фрагмент вошли 6 РТ-генов (MAGEA10,  
MAGEA2, MAGEA12, MAGEA3, MAGEA6, MAGEH1),  
40 miRNAs (hsa-miR-1207-5p, -5006-3p, -6848-5p, 
-6858-5p, -3127-3p, -3940-3p, -4463, -4687-3p, -4726-3p, 
-6741-3p, -6807-3p, -6846-5p, -1296-5p, -1914-5p, 
-3085-3p, -3180-5p, -3934-5p, -4253, -4313, -4488, -4530, 
-4687-5p, -4695-5p, -5787, -6735-3p, -6749-3p, -6756-5p, 
-6757-3p, -6763-3p, -6777-3p, -6778-5p, -6786-5p, 
-6829-3p, -6836-5p, -6851-5p, -7110-3p, -7113-3p, 
-7160-3p, -874-3p и -99a-3p) и 17 lncRNAs (KCNQ1OT1, 
LINC01089, AC145285.6, GAS5, AC005034.3, AC104447.1, 
AL691447.2, AC024580.1, AL355075.4, AC069281.2,  
SNHG14, SNHG15, AC040162.3, MIRLET7BHG, 
AC002101.1, SLC9A3‑AS1, AL118506.1).

На рис. 4 представлены результаты анализа экс-
прессии 6 РТ-генов (MAGEA10, MAGEA2, MAGEA12, 
MAGEA3, MAGEA6 и MAGEH1).

Обнаружено статистически значимое увеличение 
экспрессии генов MAGEA10, MAGEA3 и MAGEA6 в 2,74; 
2,54 и 3,57 раза соответственно в опухолевой ткани 
относительно нормальной (p <0,0001).

C учетом того, что изменение экспрессии выявле-
но только для 3 генетических локусов, панель для ва-
лидации miRNA была сокращена до 32 miRNAs, тар-
гетирующих эти локусы (рис. 5).

Обнаружено статистически значимое снижение 
уровней экспрессии hsa-miR-1207-5p (в  1,72 раза),  
-6858-5p (в 2,7 раза), -3127-3p (в 1,96 раза), -3940-3p 
(в 7,14 раза), -6807-3p (в 4,76 раза), -3085-3p (в 1,75 раза), 
-3934-5p (в 2,86 раза), -4488 (в 3,45 раза), -4530 (в 2,04 ра-
за), -6777-3p (в 1,82 раза), – 99a-3p (в 2,33 раза) (p <0,0001), 
а также статистически значимое повышение уровней 
экспрессии hsa-miR-7113-3p (в 1,78 раза) и hsa-miR-
874-3p (в 2,04 раза) в опухолевой ткани относительно 
нормальной ткани (p <0,0001) (см. рис. 5).

Для  4 miRNAs установлено взаимодействие 
с 17 lncRNAs с высоким индексом TDMDScore. Ре-
зультаты анализа экспрессии 17 lncRNAs представле-
ны на рис. 6.

В опухолевой ткани обнаружено статистически 
значимое повышение уровней экспрессии LINC01089 
(в 3,72 раза), AC145285.6 (в 2,14 раза), GAS5 (в 1,95 раза), 

Таблица 4. Последовательности праймеров для определения экспрессии длинных некодирующих РНК (дизайн de novo)

Table 4. Primer sequences for determining the expression of long non-coding RNAs (de novo design)

Ген 
Gene

Последовательность праймеров (5’→3’) 
Primer sequence (5’→3’) 

Длина ампликона (п. н.) 
Amplicon length (bp) 

KCNQ1OT1 F: GTCTGCTGGCTTGTGTGTTG
R: GGCTACGACCACAGGTGAAA 106

LINC01089 F: AGAGGCCAACAGATGAGGGA
R: GTTGGGTAGGCAAAAAGGCG 98

AC145285.6 F: GCCTGCAGTGTGCTAGAGTA
R: GTTTCCCCTCCTGTGTGCTC 146

GAS5 F: AAGCCCCTGGAGGAAAGTCT
R: CCCTTTAGCCAGTTCCCCTC 76

AC005034.3 F: TACTCCACCATGTTGCTCAAGT
R: CATCGGCACATAGGAGCCTTC 198

SNHG14 F: TGAAGCTCAGGCCTTTCCTG
R: ATACCGGTCAATGCCAAGTG 91

SNHG15 F: GGCAGTCTAGTCATCCACCG
R: AGGAACTGGCAGCTAACACG 106

SLC9A3‑AS1 F: GCGGGGATCTGGGGTTTCTC
R: TCCGAAGGCTGACTAGCCG 148

MIRLET7BHG F: GTCCAGACGAGCAGACACTG
R: GGACGGGGCCACATTTATCT 129

AL118506.1 F: TGATGGGTGCACAAAGGGTT
R: ATCATGGGTGGGAAAGCTGG 115

LINC00115 F: CCTGTAACAACCCTCGTGCT
R: ATCCACAGCGAGGCAATGAA 132

Примечание. Праймеры подобраны на основе базы данных NCBI и программы Primer-BLAST, использован de novo дизайн 
с валидацией in silico. 
Note. Primers were selected based on public databases (NCBI and program Primer-BLAST), de novo design with in silico validation was used.
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Таблица 5. Дифференциально экспрессирующиеся гены раково-тестикулярных антигенов при раке желудка (результаты биоин-
форматического анализа)

Table 5. Differentially expressed cancer-testicular antigen genes in gastric cancer (results of bioinformatics analysis)

Ген 
Gene

Полное название гена 
Full name of the gene

FC, раз 
FC, times

logFC p-value

MAGEA10 Член семейства генов MAGE A10 
MAGE family member A10

1,339* 0,421 0,00000000053700

MAGEA2 Член семейства генов MAGE A2 
MAGE family member A2

1,444* 0,530 0,00000000015300

MAGEA12 Член семейства генов MAGE A12 
MAGE family member A12

1,503* 0,589 0,00000000012700

MAGEA3 Член семейства генов MAGE A3 
MAGE family member A3

1,751* 0,808 0,00000000000513

MAGEA6 Член семейства генов MAGE A6 
MAGE family member A6

1,765* 0,819 0,00000000000316

MAGEH1 Член семейства генов MAGE H1 
MAGE family member H1

0,794 (1,259)* –0,332 0,00000000000000

MAGEE1 Член семейства генов MAGE Е1 
MAGE family member Е1

0,838 (1,193)** (х = 0,838) –0,255 0,00000000000000

BAGE2 Член семейства антигенов меланомы B2 
B melanoma antigen family member 2

0,935 (1,069)** –0,096 0,00001050000000

CTAGE5 Член семейства генов CTAGE 5 
CTAGE family member 5

0,946 (1,057)** –0,080 0,00068700000000

MAGED2 Член семейства генов MAGE D2 
MAGE family member D2

0,954 (1,048)** –0,068 0,00007640000000

MAGEL2 Член семейства генов MAGE L2 
MAGE family member L2

0,977 (1,023)** –0,033 0,01590000000000

*Изменение экспрессии более чем в 1,25 раза.**Отношение 1 / х, где х – значение перед скобками.
Примечание. FC – кратность изменений; logFC – логарифмическое значение FC. 
*Expression change more than 1.25 times fold change.**Ratio 1 / x, where x is the value before the parentheses. 
Note. FC – fold change; logFC – logarithmic value of FC.

AC005034.3 (в  2,24 раза) и  AL691447.2 (в  3,18 раза)  
(p <0,001), а также статистически значимое снижение 
уровней экспрессии SNHG14 (в 1,85 раза), AC002101.1 
(в 3,70 раза), SLC9A3‑AS1 (в 2,04 раза) и AL118506.1 
(в 9,09 раза) (p <0,001) относительно нормальной тка-
ни (см. рис. 6).

На основании полученных данных построена модель 
регуляторной сети для РТ-генов при РЖ (рис. 7).

Согласно модели  увеличение уровня экспрессии 
lncRNAs отрицательно коррелирует со  снижением 
уровня экспрессии miRNAs (r = –0,678…–0,851), что 
в свою очередь отрицательно коррелирует с уменьше-
нием экспрессии РТ-генов (r = –0,584…–0,912). Важ-
но отметить, что  снижение уровня экспрессии 
lncRNAs AC002101.1, SLC9A3‑AS1 и AL118506.1 отри-
цательно коррелирует с повышением уровня экспрессии 
hsa-miR-7113-3p и hsa-miR-874-3p (r = –0,678…–0,851), 
а их экспрессия положительно коррелирует (r = 0,590–
0,916) с увеличением экспрессии РТ-генов MAGEA3 

и MAGEA6. Экспрессия MAGEH1 в опухолевой ткани 
была такой же, как и в нормальной ткани, экспрессия 
таргетирующей MAGEH1 hsa-miR-874-3p повышена 
(r = –0,087), экспрессия hsa-miR-1296-5p не измене-
на (r = 0,119) (рис. 7).

Обсуждение
В экспериментальной части проведенного иссле-

дования проанализирована экспрессия 6 РТ-генов 
в опухолевой и нормальной тканях у 100 пациентов 
с аденокарциномой желудка. Однако статистически 
значимые различия в уровнях экспрессии в опухоле-
вой и нормальной тканях выявлены только для 3 ге-
нов – MAGEA10, MAGEA3 и  MAGEA6: наблюдалось 
значительное повышение их экспрессии.

Семейство генов MAGE человека (хромосома Xq28, 
12 генов) кодирует ядерные белки, большинство ко-
торых экспрессируются в опухолевых клетках. В нор-
мальных клетках они либо не экспрессируются, либо 
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Рис. 1. Результаты биоинформатического анализа дифференциально экспрессируюшихся генов при раке желудка: а – блочная диаграмма boxplot 
(сгенерировано с помощью Boxplot в R, используемой для просмотра распределения значений образцов); б – результаты Uniform Manifold Approximation 
and Projection (UMAP) – метода уменьшения размеров, позволяющего визуализировать связь образцов друг с другом (на графике указано количе-
ство ближайших соседей, использованных при расчете; сгенерировано с применением UMAP) 
Fig. 1. Results of bioinformatics analysis of differentially expressed genes in gastric cancer: а – boxplot (generated using Boxplot in R used for visualization 
of sample distributions); б – results of Uniform Manifold Approximation and Projection (UMAP) method for dimension reduction and visualization of sample 
associations (the plot shows the number of nearest neighbors used in calculations; generated using UMAP) 

UMAP UMAP

 �Опухоль / Tumor
 �Норма / Normal

3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5

3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5

3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5

3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5

3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5

3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5

3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5

3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5

3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5

GSM1523727
GSM1523728
GSM1523729
GSM1523730
GSM1523731
GSM1523732
GSM1523733
GSM1523734
GSM1523735
GSM1523736
GSM1523737
GSM1523738
GSM1523739
GSM1523740
GSM1523741
GSM1523742
GSM1523743
GSM1523744
GSM1523745
GSM1523746
GSM1523747
GSM1523748
GSM1523749
GSM1523750
GSM1523751
GSM1523752
GSM1523753
GSM1523754
GSM1523755
GSM1523756
GSM1523757
GSM1523758
GSM1523759
GSM1523760
GSM1523761
GSM1523762
GSM1523763
GSM1523764
GSM1523765
GSM1523766
GSM1523767
GSM1523768
GSM1523769
GSM1523770
GSM1523771
GSM1523772
GSM1523773
GSM1523774
GSM1523775
GSM1523776
GSM1523777
GSM1523778
GSM1523779
GSM1523780
GSM1523781
GSM1523782
GSM1523783
GSM1523784
GSM1523785
GSM1523786
GSM1523787
GSM1523788
GSM1523789
GSM1523790
GSM1523791
GSM1523792
GSM1523723
GSM1523794
GSM1523795
GSM1523796
GSM1523797
GSM1523798
GSM1523799
GSM1523800
GSM1523801
GSM1523802
GSM1523803
GSM1523804
GSM1523805
GSM1523806
GSM1523807

GSM1523808
GSM1523809
GSM1523810
GSM1523811
GSM1523812
GSM1523813
GSM1523814
GSM1523815
GSM1523816
GSM1523817
GSM1523818
GSM1523819
GSM1523820
GSM1523821
GSM1523822
GSM1523823
GSM1523824
GSM1523825
GSM1523826
GSM1523827
GSM1523828
GSM1523829
GSM1523830
GSM1523831
GSM1523832
GSM1523833
GSM1523834
GSM1523835
GSM1523836
GSM1523837
GSM1523838
GSM1523839
GSM1523840
GSM1523841
GSM1523842
GSM1523843
GSM1523844
GSM1523845
GSM1523846
GSM1523847
GSM1523848
GSM1523849
GSM1523850
GSM1523851
GSM1523852
GSM1523853
GSM1523854
GSM1523855
GSM1523856

GSM1523857
GSM1523858
GSM1523859
GSM1523860
GSM1523861
GSM1523862
GSM1523863
GSM1523864
GSM1523865
GSM1523866
GSM1523867
GSM1523868
GSM1523869
GSM1523870
GSM1523871
GSM1523872
GSM1523873
GSM1523874
GSM1523875
GSM1523876
GSM1523877
GSM1523878
GSM1523879
GSM1523880
GSM1523881
GSM1523882
GSM1523883
GSM1523884
GSM1523885
GSM1523886
GSM1523887
GSM1523888
GSM1523889
GSM1523890
GSM1523891
GSM1523892
GSM1523823
GSM1523894
GSM1523895
GSM1523896
GSM1523897
GSM1523898
GSM1523899
GSM1523900
GSM1523901
GSM1523902
GSM1523903
GSM1523904
GSM1523905
GSM1523906
GSM1523907
GSM1523908

GSM1523909
GSM1523910
GSM1523911
GSM1523912
GSM1523913
GSM1523914
GSM1523915
GSM1523916
GSM1523917
GSM1523918
GSM1523919
GSM1523920
GSM1523921
GSM1523922
GSM1523923
GSM1523924
GSM1523925
GSM1523926
GSM1523927
GSM1523928
GSM1523929
GSM1523230
GSM1523231
GSM1523232
GSM1523233
GSM1523234
GSM1523235
GSM1523236
GSM1523237
GSM1523238
GSM1523239
GSM1523940
GSM1523941
GSM1523942
GSM1523943
GSM1523944
GSM1523945
GSM1523946
GSM1523947
GSM1523948
GSM1523949
GSM1523950
GSM1523951
GSM1523952
GSM1523953
GSM1523954
GSM1523955
GSM1523956
GSM1523957
GSM1523958
GSM1523959
GSM1523960
GSM1523961
GSM1523962

GSM1523963
GSM1523964
GSM1523965
GSM1523966
GSM1523967
GSM1523968
GSM1523969
GSM1523970
GSM1523971
GSM1523972
GSM1523973
GSM1523974
GSM1523975
GSM1523976
GSM1523977
GSM1523978
GSM1523979
GSM1523980
GSM1523981
GSM1523982
GSM1523983
GSM1523984
GSM1523985
GSM1523986
GSM1523987
GSM1523988
GSM1523989
GSM1523990
GSM1523991
GSM1523992
GSM1523923
GSM1523994
GSM1523995
GSM1523996
GSM1523997
GSM1523998
GSM1523999
GSM1594000
GSM1594001
GSM1594002
GSM1594003
GSM1594004
GSM1594005

GSM1524006
GSM1524007
GSM1524008
GSM1524009
GSM1524010
GSM1524011
GSM1524012
GSM1524013
GSM1524014
GSM1524015
GSM1524016
GSM1524017
GSM1524018
GSM1524019
GSM1524020
GSM1524021
GSM1524022
GSM1524023
GSM1524024
GSM1524025
GSM1524026
GSM1524027
GSM1524028
GSM1524029
GSM1524030
GSM1524031
GSM1524032
GSM1524033
GSM1524034
GSM1524035
GSM1524036
GSM1524037
GSM1524038
GSM1524039
GSM1524040
GSM1524041
GSM1524042
GSM1524043
GSM1524044
GSM1524045
GSM1524046
GSM1524047
GSM1524048

GSM1524094
GSM1524095
GSM1524096
GSM1524097
GSM1524098
GSM1524099
GSM1524100
GSM1524101
GSM1524102
GSM1524103
GSM1524104
GSM1524105
GSM1524106
GSM1524107
GSM1524108
GSM1524109
GSM1524110
GSM1524111
GSM1524112
GSM1524113
GSM1524114
GSM1524115
GSM1524116
GSM1524117
GSM1524118
GSM1524119
GSM1524120
GSM1524121
GSM1524122
GSM1524123
GSM1524124
GSM1524125
GSM1524126

GSM1524049
GSM1524050
GSM1524051
GSM1524052
GSM1524053
GSM1524054
GSM1524055
GSM1524056
GSM1524057
GSM1524058
GSM1524052
GSM1524060
GSM1524061
GSM1524062
GSM1524063
GSM1524064
GSM1524065
GSM1524066
GSM1524067
GSM1524068
GSM1524069
GSM1524070
GSM1524071
GSM1524072
GSM1524073
GSM1524074
GSM1524075
GSM1524076
GSM1524077
GSM1524078
GSM1524079
GSM1524080
GSM1524081
GSM1524082
GSM1524083
GSM1524084
GSM1524085
GSM1524086
GSM1524087
GSM1524088

GSM1523759
GSM1523760
GSM1523761
GSM1523762
GSM1523763
GSM1523764
GSM1523765
GSM1523766
GSM1523767
GSM1523768
GSM1523769
GSM1523770
GSM1523771
GSM1523772
GSM1523773
GSM1523774
GSM1523775
GSM1523776
GSM1523777
GSM1523778
GSM1523779
GSM1523780
GSM1523781
GSM1523782
GSM1523783
GSM1523784
GSM1523785
GSM1523786
GSM1523787
GSM1523788
GSM1523789
GSM1523790
GSM1523791
GSM1523792
GSM1523723
GSM1523794
GSM1523795
GSM1523796
GSM1523797
GSM1523798
GSM1523799
GSM1523800
GSM1523801
GSM1523802
GSM1523803
GSM1523804
GSM1523805
GSM1523806
GSM1523807

а

б

–4              –2              0               2               4 –4             –2           0             2             4

4

2

0

–2

–4

4

2

0

–2

–4



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

   
3

, 
2

0
2

5
88 Экспериментальные статьи | EXPERIMENTAL REPORTS	 ТОМ 12 / VOL. 12

Рис. 1. (Окончание). в – тенденция среднего отклонения (сгенерировано с использованием R limma (plotSA, vooma)); г – вулканограмма (сгенери-
ровано с использованием limma), отображающая статистическую значимость (значение –log10P) в зависимости от величины логарифмическо-
го кратного изменения; д – график средней разности (MD), отображающий логарифмическое изменение по сравнению со средними значениями 
экспрессии log2 (сгенерировано с использованием limma (plotMD))
Fig. 1. (End).  в – mean variance trend (generated using R limma (plotSA, vooma)); г – volcano plot (generated using limma) showing statistical significance 
(value –log10P) depending on the value of logarithmic fold change; д – mean difference (MD) plot showing logarithmic change compared to mean values 
of log2 expression (generated using limma (plotMD))
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0 Индекс Жаккара / Jaccard index  1

Рис. 2. Парные пересечения по микроРНК разных генов-мишеней раково-тестикулярных антигенов. Приведены число совпадений и индекс Жак-
кара (в скобках)
Fig. 2. Paired intersections of microRNAs of different cancer-testicular antigen target genes. Number of matches and Jaccard index (in brackets) are presented

экспрессируются в минимальной степени, за исключе-
нием зародышевых клеток яичек и плаценты [24, 25]. 
Поскольку зародышевые клетки лишены поверхност-
ных молекул HLA класса I, предполагается, что ответы 
специфических цитотоксических Т-лимфоцитов CD8+ 
(CTL) на антигены, кодируемые генами MAGE, строго 
опухолеспецифичны при разных видах рака, иными 
словами, они являются раковыми антигенами [26]. 
Молекулы MAGE в раковых клетках могут подвергать-
ся протеасомно-опосредованныму протеолизу, а раз-

рушенные пептиды – транспортироваться на поверх-
ность клетки с помощью белка, связывающего антиген. 
Эти эпитопы могут быть представлены HLA-аллелями 
цитотоксических Т-лимфоцитов (клетки CD8+-CTL), 
а активированные CTL затем способны высвобождать 
гранзимы и перфорины, чтобы убить соответствую-
щие опухолевые клетки посредством апоптоза 
или действия гранулизина [27]. Благодаря своим ха-
рактеристикам это семейство генов в последние годы 
представляет большой интерес для разработки противо

в г

д



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

   
3

, 
2

0
2

5

89ТОМ 12 / VOL. 12 	 ЭкспериментальнЫе СТАТЬИ | EXPERIMENTAL REPORTS

Таблица 6. Общие микроРНК для разных генов-мишеней раково-тестикулярных антигенов

Table 6. Common microRNAs for different cancer-testicular antigen target genes

МикроРНК 
miRNA

Количество таргетируемых локусов 
Number of target loci

Гены, с матричными РНК которых взаимодействуют микроРНК 
Genes whose mRNAs interact with miRNAs

hsa-miR-1207-5p 4 MAGEA10, MAGEA12, MAGEA2, MAGEA6

hsa-miR-5006-3p 4 MAGEA12, MAGEA2, MAGEA3, MAGEA6

hsa-miR-6848-5p 4 MAGEA12, MAGEA2, MAGEA3, MAGEA6

hsa-miR-6858-5p 4 MAGEA10, MAGEA12, MAGEA3, MAGEA6

hsa-miR-3127-3p 3 MAGEA2, MAGEA3, MAGEA6

hsa-miR-3940-3p 3 MAGEA12, MAGEA3, MAGEA6

hsa-miR-4463 3 MAGEA10, MAGEA12, MAGEA6

hsa-miR-4687-3p 3 MAGEA2, MAGEA3, MAGEA6

hsa-miR-4726-3p 3 MAGEA2, MAGEA3, MAGEA6

hsa-miR-6741-3p 3 MAGEA12, MAGEA2, MAGEA3

hsa-miR-6807-3p 3 MAGEA10, MAGEA12, MAGEA3

hsa-miR-6846-5p 3 MAGEA10, MAGEA12, MAGEA2

hsa-miR-1296-5p 2 MAGEA6, MAGEH1

hsa-miR-1914-5p 2 MAGEA12, MAGEA3

hsa-miR-3085-3p 2 MAGEA12, MAGEA6

hsa-miR-3180-5p 2 MAGEA12, MAGEA2

hsa-miR-3934-5p 2 MAGEA3, MAGEA6

hsa-miR-4253 2 MAGEA3, MAGEA6

hsa-miR-4313 2 MAGEA10, MAGEA6

hsa-miR-4488 2 MAGEA3, MAGEA6

hsa-miR-4530 2 MAGEA3, MAGEA6

hsa-miR-4687-5p 2 MAGEA12, MAGEA2

hsa-miR-4695-5p 2 MAGEA10, MAGEA6

hsa-miR-5787 2 MAGEA12, MAGEA2

hsa-miR-6735-3p 2 MAGEA6, MAGEH1

hsa-miR-6749-3p 2 MAGEA10, MAGEH1

hsa-miR-6756-5p 2 MAGEA12, MAGEA2

hsa-miR-6757-3p 2 MAGEA12, MAGEA3

hsa-miR-6763-3p 2 MAGEA10, MAGEH1

hsa-miR-6777-3p 2 MAGEA10, MAGEA3

hsa-miR-6778-5p 2 MAGEA3, MAGEA6

hsa-miR-6786-5p 2 MAGEA12, MAGEA2

hsa-miR-6829-3p 2 MAGEA12, MAGEA2

hsa-miR-6836-5p 2 MAGEA12, MAGEA6

hsa-miR-6851-5p 2 MAGEA3, MAGEA6

hsa-miR-7110-3p 2 MAGEA12, MAGEA6

hsa-miR-7113-3p 2 MAGEA3, MAGEA6

hsa-miR-7160-3p 2 MAGEA2, MAGEA3

hsa-miR-874-3p 2 MAGEA3, MAGEH1

hsa-miR-99a-3p 2 MAGEA3, MAGEA6
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раковых препаратов и иммунотерапии [28]. В настоя-
щее время механизмы участия генов семейства MAGE 
при многих заболеваниях, таких как меланома, рак 
пищевода, РЖ, неясны [29].

MAGEA10 (CT1.10, MAGE10, MGC10599) является 
членом семейства генов MAGEA. Этот РТ-ген пред-
ставляет собой привлекательную мишень для имму-
нотерапии рака [30]. Высокий уровень экспрессии 
MAGEA10 наблюдается у больных немелкоклеточным 
раком легкого [27]. Информация о  молекулярной 
структуре белка и его взаимодействиях, экспрессии 
гена MAGEA10 в различных опухолях, визуализация 
и локализация его экспрессии представлены на рис. 8, 
созданном на основе данных The Human Protein Atlas 
[31]. Продемонстрировано, что MAGEA10 значительно 

экспрессирован в опухолевой ткани желудка (что со-
ответствует нашим данным), легкого, кожи, мозга, 
мочевого пузыря, предстательной железы и др. Высо-
кий уровень экспрессии этого РТ-гена в различных 
опухолях может свидетельствовать как о схожих моле-
кулярных механизмах, регулирующих его экспрессию, 
так и о том, что этот показатель можно использовать 
в качестве маркера онкологического процесса и уни-
версальной мишени для иммунотерапии.

Еще  одним членом семейства MAGE является 
меланома-ассоциированный антиген 3 (MAGEA3). 
Функция MAGEA3 в нормальных клетках неизвестна. 
Присутствие антигена на опухолевых клетках связано 
с худшим прогнозом. Так, высокий уровень экспрес-
сии MAGEA3 при аденокарциноме ассоциирован с бо-
лее низкими показателями выживаемости пациентов 
[32]. MAGEA3 – опухолеспецифический белок, кото-
рый обнаружен во многих опухолях, включая мела-
ному, немелкоклеточный рак легкого, гематологиче-
ские злокачественные новообразования и  рак 
молочной железы [7]. Пептиды MAGEA3 рассматри-
ваются как наиболее привлекательные эпитопы; вак-
цины, содержащие эти пептиды, находятся на стадии 
разработки [33]. С 2008 г. GlaxoSmithKline создает вак-
цину против рака, нацеленную на MAGEA3 [34].

Результаты исследования X. Gao и соавт., посвя-
щенного определению роли MAGEA3 при раке шейки 
матки, показали, что его сверхэкспрессия значительно 
способствует пролиферации клеток in vitro и in vivo, 
увеличивает долю клеток в S-фазе клеточного цикла 
и  подавляет апоптоз. Кроме того, обнаружено, 

Рис. 4. Изменение уровней экспрессии генов раково-тестикулярных антигенов MAGEA10, MAGEA2, MAGEA12, MAGEA3, MAGEA6 и MAGEH1 
в опухолевой ткани желудка относительно нормальной ткани (представлены отношение уровня экспрессии в опухолевой ткани к уровню экспрес-
сии в нормальной ткани, кратность изменений (FC)). *Различия между опухолевыми и нормальными образцами ткани статистически значимы 
(p <0,0001)
Fig. 4. Changes in expression levels of cancer / testis antigen genes MAGEA10, MAGEA2, MAGEA12, MAGEA3, MAGEA6 and MAGEH1 in gastric tumor tissue 
compared to normal tissue (ratio between expression in tumor tissue and expression in normal tissue, fold change (FC) are presented). *Differences between 
tumor and normal samples are statistically significant (p <0.0001)

Рис. 3. Общие длинные некодирующие РНК для 4 микроРНК
Fig. 3. Common long non-coding RNAs for 4 microRNAs
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Рис. 5. Изменение уровней экспрессии 32 микроРНК, таргетирующих гены раково-тестикулярных антигенов MAGEA10, MAGEA3 и MAGEA6, 
в опухолевой ткани желудка относительно нормальной ткани (представлены отношение уровня экспрессии в опухолевой ткани к уровню экспрес-
сии в нормальной ткани, кратность изменений (FC)). *Различия между опухолевыми и нормальными образцами ткани статистически значимы 
(p <0,0001)
Fig. 5. Changes in expression of 32 microRNAs targeting genes of cancer / testis antigens MAGEA10, MAGEA3 and MAGEA6 in gastric tumor tissue compared 
to normal tissue (ratio between expression in tumor tissue and expression in normal tissue, fold change (FC) are presented). *Differences between tumor and 
normal samples are statistically significant (p <0.0001)

Рис. 6. Изменение уровней экспрессии 17 длинных некодирующих РНК, взаимодействующих с микроРНК hsa-miR-3940-3p, -6807-3p, -1296-5p 
и -874-3p, в опухолевой ткани желудка относительно нормальной ткани (представлены отношение уровня экспрессии в опухолевой ткани к уров-
ню экспрессии нормальной ткани, кратность изменений (FC)). *Различия между опухолевыми и нормальными образцами ткани статистически 
значимы (p <0,0001)
Fig. 6. Changes in expression of 17 long non-coding RNAs interacting with microRNAs hsa-miR-3940-3p, -6807-3p, -1296-5p and -874-3p in gastric tumor 
tissue compared to normal tissue (ratio between expression in tumor tissue and expression in normal tissue, fold change (FC) are presented). *Differences between 
tumor and normal samples are statistically significant (p <0.0001)
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что снижение уровня экспрессии MAGEA3 подавляет 
пролиферацию клеток HeLa, блокирует прогрессиро-
вание клеточного цикла в фазе G1 и вызывает апоптоз 
клеток. Результаты исследования механизма действия 
MAGEA3 на клеточный цикл продемонстрировали, 
что MAGEA3 взаимодействует с белком, связанным 
с доменом KRAB (KAP1), для ингибирования транс-
крипционной активности p53, что ингибирует экс-
прессию генов, ассоциированных с клеточным ци-
клом, который опосредован p53 (p21 и  Cyclin D1) 
и апоптозом (Bax, Bcl-2 и компонентом связывания 
Bcl-2).

Приведенные данные свидетельствуют о  том, 
что MAGEA3 способствует пролиферации клеток рака 
шейки матки и росту опухоли, играет онкогенную роль 
и регулирует сигнальный путь KAP1 / p53 [35].

На рис. 9 представлена информация об экспрессии 
MAGEA3 в различных опухолях (по данным проекта 
«Атлас ракового генома» (The Cancer Genome Atlas, 
TCGA)). Также как и в случае с MAGEA10, экспрессия 
MAGEA3 повышается в различных опухолях.

Меланома-ассоциированный антиген A6 
(MAGEA6) обладает онкогенной активностью, но ме-
ханизмы, с помощью которых он регулирует прогрес-
сию опухоли и химиорезистентность, неизвестны [36]. 
Все члены семейства MAGE кодируют белки, которые 
имеют сильное сходство друг с другом. Например, 
MAGEA6 и MAGEA3 характеризуются самой высокой 
гомологией (98 %). При этом в тканях рака шейки мат-
ки наблюдается отрицательная корреляция экспрессии 
MAGEA6 и MAGEA3 с клинической стадией [35]. Но эти 
2 представителя семейства MAGE,  тем не менее, могут 
служить биомаркерами для прогнозирования in situ 
ранних предраковых поражений [29]. В нашем иссле-

довании уровень экспрессии гена MAGEA6 был в 1,4 раза 
выше уровня экспрессии MAGEA3; различия статисти-
чески незначимы.

MAGEA6 экспрессируется и в ряде других опухолей 
человека, таких как глиома и рак пищевода. Показано, 
что этот ген гиперэкспрессирован при раке молочной 
железы и связан с устойчивостью к терапии, посколь-
ку подавление его экспрессии повышает химиочувст-
вительность к доксорубицину in vitro и in vivo. Нокдаун 
MAGEA6 снижает убиквитинирование AMPKα1, 
что повышает концентрацию AMPKα1 и p-AMPKα 
в клетках рака молочной железы. Данные, полученные 
H. Zhu и соавт., свидетельствуют о том, что воздейст-
вие на MAGEA6 может повысить химиочувствитель-
ность при раке молочной железы посредством актива-
ции аутофагии и  ферроптоза (AMPKα1‑зависимая 
аутофагия и  AMPKα1 / SLC7A11‑индуцированный 
ферроптоз) [37].

Очевидно, что  влияние MAGEA6 на  аутофагию 
обеспечивает потенциальный механизм его онкоген-
ных эффектов. Так, в  исследовании Y. H.  Tsang 
и G. B. Mills впервые изучена роль MAGEA6 в регуля-
ции аутофагии при аденокарциноме протоков подже-
лудочной железы. В соответствии со способностью 
этого гена ингибировать аутофагию при других типах 
рака экспрессия дикого типа MAGEA6 в моделях кле-
ток рака поджелудочной железы уменьшает базальную 
сигнализацию аутофагии, на что указывает снижение 
фосфорилирования AMPK и повышение фосфорили-
рования RPS6KB / S6K [38].

Сверхэкспрессия MAGEA6 достаточна для транс-
формации незлокачественных эпителиальных клеток 
поджелудочной железы человека и индуцирует рост 
ксенотрансплантированной опухоли in vivo, вероятно, 

Рис. 7. Модель регуляторной сети для генов раково-тестикулярных антигенов при раке желудка. *Экспрессия такая же, как в нормальной тка-
ни. **Экспрессия микроРНК выше, чем в нормальной ткани. ***Экспрессия длинной некодирующей РНК ниже, чем в нормальной ткани
Fig. 7. Model of cancer-testicular antigen genes regulatory network in gastric cancer. *Same expression as in normal tissue. **microRNA expression is higher 
than in normal tissue. ***Expression of long non-coding RNA is lower than in normal tissue
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Рис. 8. Молекулярная структура белка MAGEA10 и его взаимодействия (а), экспрессия гена MAGEA10 в различных опухолях (б), визуализация (в) 
и локализация его экспрессии (г) (по данным Human Protein Atlas; https://www.proteinatlas.org / ). nTPM – количество транскриптов на миллион
Fig. 8. Molecular structure of MAGEA10 protein and its interactions (а), expression of MAGEA10 gene in different tumors (б), visualization (в) and location 
of its expression (г) (per Human Protein Atlas; https://www.proteinatlas.org / ). nTPM – transcripts per million

NCOA2

QSER1

FOХJ2

MAGEA10 FAM216A

KAT2A

РНК / RNA

Белок / Protein

25

20

15

10

5

0

Ра
к 

щ
ит

ов
ид

но
й 

ж
ел

ез
ы

 /  
Th

yr
oi

d 
ca

nc
er

Н
ей

ро
бл

ас
то

м
а 

/  
N

eu
ro

bl
as

to
m

a
Са

рк
ом

а 
/  

Sa
rc

om
a

Ра
к 

ле
гк

ог
о 

/  
Lu

ng
 ca

nc
er

Ра
к 

ко
ж

и 
/  

Sk
in

 ca
nc

er
Ра

к 
ж

ел
уд

ка
 /  

St
om

ac
h 

ca
nc

er
Ра

к 
пи

щ
ев

од
а 

/ 
Es

op
ha

ge
al

 ca
nc

er
Ра

к 
м

оч
ев

ог
о 

пу
зы

ря
 /  

Bl
ad

de
r c

an
ce

r
Ра

к 
го

ло
вн

ог
о 

м
оз

га
 /  

Br
ai

n 
ca

nc
er

Ра
к 

пр
ед

ст
ат

ел
ьн

ой
 ж

ел
ез

ы
 / 

Pr
os

ta
te

 ca
nc

er
М

ие
ло

м
а 

/  
M

ye
lo

m
a

Ра
к 

ш
ей

ки
 м

ат
ки

 /  
Ce

rv
ic

al
 ca

nc
er

Ра
к 

пе
че

ни
 /  

Li
ve

r c
an

ce
r

Ра
к 

яи
чн

ик
ов

 /  
O

va
ria

n 
ca

nc
er

Ра
к 

го
ло

вы
 и

 ш
еи

 /  
H

ea
d 

an
d 

ne
ck

 ca
nc

er
Ле

йк
ем

ия
 /  

Le
uk

em
ia

Ра
к 

 м
ол

оч
но

й 
ж

ел
ез

ы
 /  

Br
ea

st
 ca

nc
er

Ли
м

ф
ом

а 
/  

Ly
m

ph
om

a
Са

рк
ом

а 
ко

ст
ей

 /  
Bo

ne
 ca

nc
er

Ко
ло

ре
кт

ал
ьн

ы
й 

ра
к 

/ 
Co

lo
re

ct
al

 ca
nc

er
Ра

к 
ж

ел
чн

ы
х 

пр
от

ок
ов

 /  
Bi

le
 d

uc
t c

an
ce

r
Ра

к 
м

ат
ки

 /  
U

te
rin

e 
ca

nc
er

Ра
к 

яи
чк

а 
/  

Te
st

is
 ca

nc
er

Ра
к 

ж
ел

чн
ог

о 
пу

зы
ря

 / 
G

al
lb

la
dd

er
 ca

nc
er

Ра
к 

по
дж

ел
уд

оч
но

й 
ж

ел
ез

ы
 / 

Pa
nc

re
at

ic
 ca

nc
er

Ра
к 

по
чк

и 
/  

Ki
dn

ey
 ca

nc
er

Ра
бд

ои
дн

ая
 о

пу
хо

ль
 / 

Rh
ab

do
id

Н
ет

 з
ло

ка
че

ст
ве

нн
ы

х 
оп

ух
ол

ей
 / 

N
on

e-
ca

nc
er

ou
s

Бе
з 

ка
те

го
ри

и 
/  

U
nc

at
eg

or
iz

ed
Ра

к 
ко

ры
 н

ад
по

че
чн

ик
ов

 / 
Ca

nc
er

 o
f t

he
 a

dr
en

al
 co

rt
ex

Экспрессия MAGEA10 / MAGEA10 expression

вызванный способностью MAGEA6 ограничивать  
аутофагию. Данные, полученные Y. H. Tsang и G. B. Mills, 
свидетельствуют о том, что MAGEA6 действует как ко-
ординатор аутофагии, обеспечивая переход от низко-
го уровня активности аутофагии к высокому во время 
инициации и прогрессии опухоли. Высокая экспрес-
сия MAGEA6 играет большую роль в инициации забо-

левания, когда низкая активность аутофагии является 
допустимой, тогда как во время прогрессирования 
заболевания MAGEA6 деградирует из‑за спонтанных 
мутаций в гене и метаболического стресса, что приво-
дит к высокой активности аутофагии. В соответствии 
с  этой концепцией высокий уровень экспрессии 
MAGEA6 ассоциируется только с худшими показателя-
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ми выживаемости [38]. Эти результаты могут помочь 
в разработке иммунотерапевтических стратегий воз-
действия на антигены MAGEA при злокачественных 
новообразованиях и позволяют понять роль MAGEA6 
в процессе возникновения и прогрессирования рака 
поджелудочной железы [39].

S. A. Shukla и соавт. выявили отрицательную связь 
между активаторами аутофагии и экспрессией белков 
MAGEA при меланоме [40]. MAGEA3 и MAGEA6 по-

давляли аутофагию в моделях рака легкого и колорек-
тального рака [41].

Также MAGEA6 опосредует выживание клеток гли-
омы человека, воздействуя на 5’AMP-активируемую 
протеинкиназу (AMPK)  α1. Результаты исследования 
C. T.  Pineda и  P. R.  Potts показали, что  комплекс 
MAGEA6 / KAP1 представляет собой раковоспецифи-
ческую убиквитинлигазу, которая разрушает AMPKα1 
в клетках глиомы человека и раковых клетках желудка. 

Рис. 9. Экспрессия MAGEA3 в различных опухолях (по данным проекта «Атлас ракового генома» (The Cancer Genome Atlas, TCGA)). nTPM – ко-
личество транскриптов на миллион
Fig. 9. MAGEA3 expression in different tumors (according to the project The Cancer Genome Atlas, TCGA). nTPM – transcripts per million
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Рис. 10. Экспрессия MAGEA6 в различных опухолях (по данным проекта «Атлас ракового генома» (The Cancer Genome Atlas, TCGA)). nTPM – ко-
личество транскриптов на миллион
Fig. 10. MAGEA6 expression in different tumors (according to the project The Cancer Genome Atlas, TCGA). nTPM – transcripts per million

Кроме того, подавление экспрессии MAGEA6 останав-
ливало рост опухолей, трансплантированных мышам 
с  тяжелым комбинированным иммунодефицитом, 
и пролиферацию первичных клеток глиомы человека 
in vivo [42].

В исследовании S. A. Shukla и соавт. оценивался 
уровень экспрессии MAGEA6 в клетках плоскоклеточ-
ного рака пищевода и тканях аденокарциномы пище-
вода. Полученные данные показали, что MAGEA6 вы-
соко экспрессируется при развитии плоскоклеточного 

рака пищевода и, следовательно, может служить но-
вым биомаркером для диагностики или лечения дан-
ной патологии [40]. По данным других авторов, сов-
местная экспрессия РT-антигенов MAGE-A6 
и MAGE-A11 при раке мочевого пузыря связана с аг-
рессивностью опухоли [43].

Хотя повышенные уровни экспрессии MAGEA6 
обнаружены в различных типах опухолей, по‑прежне-
му недостаточно информации о функции этого гена 
и связанных с ним сигнальных путях регуляции генов. 
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Так, изучено влияние MAGEA6 на инвазию, миграцию 
и пролиферацию клеток. Секвенирование транскрип-
тома было проведено на клеточной линии Eca109, ко-
торая обычно экспрессировала MAGEA6. Выявлено, 
что высокая экспрессия данного гена оказывает зна-
чительное стимулирующее влияние на пролиферацию 
клеток, а  также существенно усиливает инвазию 
и миграцию клеток. Результаты транскриптомного 
анализа показали, что 14 ДЭГ и 13 основных регуля-
торных генов тесно связаны с экспрессией MAGEA6, 
например ген метилстеролмонооксигеназы 1 (MSMO1). 
При этом MAGEA6 положительно регулировал экс-
прессию MSMO1, которая играет большую онкоген-
ную роль в клетках [28].

Особенности экспрессии MAGEA6 в различных 
опухолях на основании данных проекта TCGA пред-
ставлены на рис. 10.

Согласно данным литературы и результатам на-
шего исследования, важным механизмом регуляции 
экспрессии РТ-генов может быть изменение экспрес-
сии miRNAs и lncRNAs. С помощью биоинформати-
ческих подходов выявлена сложная сеть потенциаль-
ных взаимодействий РТ-генов MAGEA10, MAGEA2, 
MAGEA12, MAGEA3, MAGEA6 и MAGEH1 с 789 уникаль-
ными miRNAs.

МикроРНК – это короткие некодирующие РНК, 
эпигенетически регулирующие экспрессию генов пу-
тем взаимодействия с комплементарными нуклеотид-
ными последовательностями мРНК-мишеней, приво-
дящего к их деградации и ингибированию трансляции 
в белки [44]. Они вносят значительный вклад в ини-
циацию и развитие различных молекулярных собы-
тий, включая инициацию онкогенеза, прогрессирова-
ние и метастазирование [45].

Экспериментально нами подтверждено изменение 
экспрессии в опухолевой ткани желудка 13 miRNAs, 
таргетирующих мРНК MAGEA10, MAGEA3 и MAGEA6: 
уровни транскриптов hsa-miR-1207-5p,  -6858-5p, 
-3127-3p, -3940-3p, -6807-3p, -3085-3p, -3934-5p, -4488, 
-4530, -6777-3p, -99a-3p были понижены, а hsa-miR-
7113-3p и hsa-miR-874-3p – повышены. Снижение 
уровней экспрессии hsa-miR-1207-5p, -6858-5p, -3127-
3p, -3940-3p, -6807-3p, -3085-3p, -3934-5p, -4488, 
-4530, -6777-3p и hsa-miR-99a-3p, очевидно, препят-
ствует деградации мРНК РТ-генов, обеспечивая вы-
сокий уровень их экспрессии.

Схожий механизм регуляции показан Д. С. Кути-
линым для колоректального рака: регуляция экспрес-
сии РТ-генов в опухолях толстой кишки реализуется 
с помощью разных молекулярных механизмов, вклю-
чающих изменения в  экспрессии hsa-miR-143-3p, 
-26a-5p, -25-3p, -92a-3p, -21-5p и hsa-let-7i-5p [20].

МикроРНК могут взаимодействовать с lncRNAs, 
что, в свою очередь, также обеспечивает регуляцию 
экспрессии генов-мишеней. Длинные некодирующие 
РНК (lncRNAs) – это РНК размером более 200 нукле-
отидов, регулирующие биологическую активность 

клеток различными способами, включая транскрип-
ционную, посттранскрипционную регуляцию и регу-
ляцию трансляции. Они могут контролировать пост-
транскрипционную регуляцию, являясь компонентом 
сети ceRNAs и  выступая в  качестве молекулярной 
губки (сорбента) miRNAs [44, 46].

Так, в нашем исследовании с помощью методов 
биоинформатики выявлено взаимодействие hsa-miR-
3940-3p с KCNQ1OT1, LINC01089 и AC145285.6, hsa-
miR-6807-3p  – с  GAS5, AC005034.3, AC104447.1, 
AL691447.2 и  AC024580.1, hsa-miR-1296-5p  – 
с AL355075.4, AC069281.2, SNHG14 и SNHG15, hsa-miR-
874-3p  – с  AC040162.3, MIRLET7BHG, AC002101.1, 
SLC9A3‑AS1 и AL118506.1. Экспериментально подтвер-
ждено увеличение экспрессии LINC01089, AC145285.6, 
GAS5, AC005034.3 и AL691447.2, а также снижение экс-
прессии SNHG14, AC002101.1, SLC9A3‑AS1 и AL118506.1 
в опухолевой ткани относительно нормальной.

Таким образом, собрана необходимая информация 
по всем компонентам регуляторной сети конкурент-
но-взаимодействующих эндогенных РНК, включая 
lncRNAs, miRNAs и mРНК.

Комплексный анализ представленных выше дан-
ных позволил нам разработать модель регуляторной 
сети для РТ-генов при РЖ (см. рис. 7). Увеличение 
представленности транскриптов lncRNAs LINC01089, 
AC145285.6, GAS5, AC005034.3 и AL691447.2 приводит 
к повышению эффективности взаимодействия lncRNAs 
и  miRNAs (hsa-miR-3940-3p и  hsa-miR-6807-3p). 
Образование комплекса lncRNA–miRNA приводит 
к уменьшению количества свободных miRNAs и их 
взаимодействия с  генами-мишенями (MAGEA3, 
MAGEA6, MAGEA10). Противоположный эффект на-
блюдается при снижении представленности транс-
криптов lncRNAs SNHG14, AC002101.1, SLC9A3‑AS1 
и AL118506.1, что вызывает снижение эффективности 
взаимодействия lncRNAs и таргетирующих их miRNAs 
(hsa-miR-1296-5p и hsa-miR-874-3p). Нарушение об-
разования комплекса lncRNA–miRNA приводит к уве-
личению количества свободной miRNA hsa-miR-874-3p 
и ее эффективному взаимодействию с генами-мише-
нями (MAGEH1 и MAGEA3). При этом представлен-
ность транскриптов MAGEH1 не изменяется, а MAGEA3, 
вероятно, в большей степени регулируется другими 
miRNAs.

Представленная модель включает лишь фрагмент 
регуляторной системы РТ-генов при РЖ, а именно 
сети конкурентно-взаимодействующих РНК. Необхо-
димо учитывать и другие механизмы регуляции, такие 
как изменение копийности генов и их метилирование, 
которые уже описаны в наших работах [17, 20] и кото-
рым будут посвящены дальнейшие исследования.

Заключение
В ходе исследования выявлено нарушение в сети 

конкурентно-взаимодействующих РНК РТ-генов 
при аденокарциноме желудка, выражающееся в измене-
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нии транскрипционной активности генов MAGEA10, 
MAGEA3 и MAGEA6, miRNAs hsa-miR-1207-5p, -6858-5p, 
-3127-3p, -3940-3p, -6807-3p, -3085-3p, -3934-5p, -4488, 
-4530, -6777-3p, -99a-3p, -7113-3p и -874-3p, а также ln-
cRNAs LINC01089, AC145285.6, GAS5, AC005034.3, 
AL691447.2 SNHG14, AC002101.1 и SLC9A3‑AS1 в опухо-

левой ткани. Полученные данные имеют большое 
значение для понимания фундаментальных механиз-
мов регуляции РТ-генов и совершенствования под-
ходов к иммунотерапии (новые мишени и регулятор-
ные молекулы) и диагностике (новые молекулярные 
маркеры) РЖ.
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