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Введение. Раково-тестикулярные (РТ) гены экспрессируются в опухолевых клетках при многих онкологических 
заболеваниях, в том числе при раке эндометрия (РЭ). мРНК РТ-генов выявлена в крови больных с новообразо-
ваниями, что определяет перспективность использования мРНК РТ-генов в качестве опухолеассоциированных 
биомаркеров. В периферической крови больных РЭ экспрессия РТ-генов ранее не изучалась.
Цель исследования – оценка встречаемости мРНК принадлежащих разным семействам РТ-генов (MAGEA1– 
MAGEA6 (MAGEA(1–6)), SSX1, 2, 4, XAGE1, MAGEC1, NY-ESO1) в опухолевых очагах и периферической крови боль-
ных РЭ.
Материалы и методы. В работе использовали 52 образца опухолевых очагов и 54 образца цельной перифе-
рической крови пациенток 39–79 лет с диагнозом РЭ, проходивших лечение в клиниках Нижнего Новгорода, 
а  также  крови  30  здоровых  добровольцев.  В  крови  и  опухолях  с  помощью  мультиплексной  полимеразной 
цепной реакции с обратной транскрипцией определяли частоту встречаемости мРНК 12 наименований РТ-генов.
Результаты.  Показано,  что  мРНК  тестированных  РТ-генов  обнаруживается  при  РЭ  не  только  в  опухолях, 
но и в цельной периферической крови больных. Чаще всего встречается мРНК MAGEA(1–6). При этом как в опу-
холях, так и в периферической крови больных обнаруживается высокая гетерогенность экспрессии РТ-генов. 
Выявлены случаи обнаружения мРНК MAGEA(1–6), SSX1, 2, 4, XAGE1, NY-ESO1, MAGEC1 в опухоли больных РЭ 
при  отсутствии  их  детекции  в  периферической  крови  и  наоборот.  Суммарная  частота  встречаемости  мРНК 
MAGEA(1–6), SSX1, 2, 4, XAGE1, NY-ESO1, MAGEC1 в опухолевых очагах составила 75,0 %, а в периферической 
крови – 44,6 %. Как и в опухолях, в большинстве образцов крови обнаруживалась экспрессия только одного 
РТ-гена. Лишь в отдельных случаях регистрировалась экспрессия 2 или 3 генов. Заметим, что во всех образцах 
крови здоровых добровольцев мРНК РТ-генов не обнаруживалась. Смешанная форма роста опухоли (экзофит-
ная + эндофитная), рост по дну и стенкам матки, а также низкая степень дифференцировки опухолевых клеток 
характеризовались более высокой встречаемостью мРНК РТ-генов в крови и опухолях больных.
Заключение. При РЭ мРНК РТ-генов встречается в крови и опухолевых очагах больных. Более тяжелое течение 
РЭ сопровождается повышением частоты встречаемости мРНК РТ-генов.
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Background. Cancer-testicular (CT) genes express in tumor cells in many cancers, including endometrial cancer (ER). 
CT genes mRNA was detected in the blood of patients with neoplasms, which determines the prospects of using CT gene 
mRNA as tumor-associated biomarkers. In the peripheral blood of patients with ER, the expression of CT genes has 
not been studied before.
Objective. Аssessment of occurrence of mRNA of the CT genes MAGEA1–MAGEA6 (MAGEA(1–6)), SSX1, 2, 4, XAGE1, 
MAGEC1, NY-ESO1 in the tumors and peripheral blood of patients with ER.
Materials and methods. The work used 52 samples of tumor and 54 samples of whole peripheral blood of patients 
39–79 years old diagnosed with RE who were treated in clinics in Nizhny Novgorod, as well as the blood of 30 healthy 
volunteers. In blood and tumors, the frequency of occurrence of mRNA of 12 CT genes was determined using multi-
plex reverse transcription polymerase chain reaction.
Results. It has been shown that the mRNA of the tested CT genes is detected in ER not only in tumors, but also 
in the peripheral blood of patients. The most common mRNA is MAGEA(1–6). At the same time, both in tumors 
and in the peripheral blood of patients, high heterogeneity in the expression of CT genes detected. Moreover, cases 
of MAGEA(1–6), SSX1, 2, 4, XAGE1, NY-ESO1, MAGEC1 mRNA detection in tumors were revealed in the absence of their 
detection  in the peripheral blood and conversely. The total  frequency of MAGEA(1–6), SSX1, 2, 4, XAGE1, NY-ESO1, 
MAGEC1 mRNA occurrence in tumors was 75.0 %, and in peripheral blood – 44.6 %. As in tumors, most blood sam-
ples showed expression of only one CT gene. Only in some cases the expression of two or three genes was recorded. 
Note that in all blood samples of healthy volunteers mRNA CT genes was not detected. Additionally, mixed form 
of macroscopic growth (both exophytic and endophytic), growth along the uterine fundus and walls, as well as low 
degree of differentiation were followed by a higher mRNA CT genes occurrence in the blood and tumors.
Conclusion. In ER mRNA CT genes occur in the blood and tumors of patients. A more severe course of ER is associ-
ated with an increase in the incidence of mRNA CT genes.
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Введение
К раково-тестикулярным (РТ, cancer-testis) отно-

сят группу генов, общей характеристикой которых 
является ограниченная экспрессия в гаметогенных 
и опухолевых клетках. В соматических клетках их экс-
прессия обычно блокирована эпигенетически [1]. 
РТ-гены картированы и на аутосомах (Х-независимые 
РТ-гены), и на половых хромосомах (Х- и Y-ассоци-
и ро ван ные РТ-гены) [2]. В клетках злокачественных 
опухолей экспрессия РТ-генов ассоциирована с по-
вышением уровня генетической нестабильности 
и пролиферации, эпителиально-мезенхимальным 
переходом, иммортализацией, ангиогенезом, способ-
ностью к миграции и уклонению от иммунологиче-
ского надзора [3]. Экспрессия РТ-генов обнаружена 
во многих опухолях. Кроме того, матричная РНК 
(мРНК) РТ-генов выявлена в крови больных с ново-
образованиями, что определяет перспективность 
использования мРНК РТ-генов в качестве опу-
холь-ассоциированных биомаркеров [4, 5]. При раке 

эндометрия (РЭ) в опухолевых клетках также обна-
ружена мРНК ряда РТ-генов [6]. Однако в перифе-
рической крови больных РЭ экспрессия РТ-генов 
не изучалась.

Цель данного исследования – анализ частоты вы-
явления мРНК Х-ассоциированных РТ-генов разных 
семейств в периферической крови и опухолевых оча-
гах больных РЭ.

Материалы и методы
В работе использовали 52 образца опухолевых 

очагов и 54 образца цельной периферической крови 
пациенток 39–79 лет с диагнозом РЭ, проходивших 
лечение в ГБУЗ НО «Нижегородская областная кли-
ническая больница им. Н. А. Семашко», ГБУЗ 
НО «Нижегородский областной клинический онко-
логический диспансер» и ФБУЗ «Приволжский 
окружной медицинский центр» ФМБА России, а так-
же кровь 30 клинически здоровых добровольцев. 
Формирование групп больных осуществлялось после 
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постановки диагноза на основании клинического, 
морфологического, эндоскопического, рентгеноло-
гического обследований и по результатам оператив-
ного вмешательства. Больные были разделены на 
группы в соответствии со стадией заболевания, ло-
кализацией опухоли, степенью дифференцировки 
клеток опухоли, формой макроскопического роста 
опухоли.

Кровь для тестирования брали натощак утром 
в день операции до резекции опухоли. Работу с кро-
вью и образцами опухолей проводили в соответствии 
с международными правилами работы с биологичес-
ким материалом. Кусочки опухоли размером 2,0 × 
× 2,0 × 2,0 мм иссекали в ходе плановых операций, 
промывали в физиологическом растворе и помещали 
в 500 мкл лизирующего буферного раствора (4 М гуа-
нидин-изотиоцианат, 0,5 % Тритон X-100, 25 мМ 
ацетат натрия, pH 7,0). Периферическую кровь сме-
шивали с лизирующим буферным раствором в соот-
ношении 1:1. Суммарную РНК выделяли методом 
фенол-хлороформной экстракции с последующей 
преципитацией спиртами.

С помощью полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) опре-
деляли частоту встречаемости мРНК 12 наименова-
ний Х-ассоциированных генов (MAGEA1–MAGEA6 
(MAGEA(1–6)), NY-ESO1, XAGE1, SSX1, 2, 4, MAGEC1), 
принадлежащих к разным семействам и не обнаружи-
ваемых в нормальных соматических клетках. Реакцию 
обратной транскрипции проводили с использованием 
эквимолярной смеси (4 пмоль) об ратных прай меров, 
специфичных к мРНК тестируемых РТ-генов [6, 7], 
и ревертазы M–MLV (Fermen tas, Латвия) согласно 
рекомендациям производителя.

Для амплификации кДНК РТ-генов выполняли 
2 раунда «гнездовой» ПЦР. Амплификацию проводи-
ли в объеме 25 мкл. Реакционная смесь для первого 
раунда ПЦР содержала 70 мM Трис-HCl, 16,6 мM 
(NH

4
)

2
SO

4
, рН 8,3, 3 мМ MgCl

2
, по 0,2 мМ каждого 

из четырех дезоксинуклеозидтрифосфатов («Силекс», 
Россия), по 20 пмоль прямого и обратного праймеров, 
2 мкл кДНК, 2,5 е. а. HotTaq-полимеразы («Силекс», 
Россия). Реакционная смесь для второго раунда ПЦР 
содержала 70 мM Трис-HCl, 16,6 мM (NH

4
)

2
SO

4
, рН 8,3, 

2 мМ MgCl
2
, по 0,16 мМ каждого из четырех дезокси-

нуклеозидтрифосфатов («Силекс», Россия), по 20 пмоль 
прямого и обратного праймеров, 2 мкл ДНК, 2,5 е. а. 
HotTaq-полимеразы («Силекс», Россия).

В ОТ-ПЦР использовали праймеры, комплемен-
тарные местам соединения экзонов в первичной 
структуре мРНК РТ-генов, которые были сконстру-
ированы ранее. Праймеры синтезированы ООО НПФ 
«Литех» (Россия). В первом раунде проводили 35 ци-
клов мультиплексной ПЦР при условиях: 94 °С – 30 с, 
55 °С – 30 с, 72 °С – 40 с. Во втором раунде проводи-

ли 25 циклов ген-специфической ПЦР для каждой 
из исследуемых мРНК РТ-генов, кроме мРНК SSX1, 
2, 4, при следующих условиях: 94 °С – 30 с, 60 °С – 30 с, 
72 °С – 40 с. Для детекции мРНК SSX1, 2, 4 проводи-
ли 25 циклов второй ПЦР при условиях: 94 °С – 30 с, 
56 °С – 30 с, 72 °С – 40 с.

В качестве положительного контроля использо-
вали положительные по мРНК РТ-генов образцы 
опухоли и тест на определение мРНК гена убикви-
тинлигазы С (UBC). Результаты реакции регистриро-
вали методом горизонтального электрофореза в 1,5 % 
агарозном геле в присутствии 5 мкг / мл бромида эти-
дия при напряжении 170 вольт, мощности 73 Вт и си-
ле тока 250 мА.

Статистическую обработку результатов проводи-
ли с помощью программ Statistica v. 10.0 и MS Excel 
2003. Для оценки встречаемости мРНК исследуемых 
РТ-генов рассчитывали относительные частоты об-
наружения. Для анализа различий относительных 
частот обнаружения мРНК в группах использовали 
двусторонний (двухходовый) тест критерия сравнения 
пропорций. Для анализа различий абсолютных частот 
детекции мРНК в группах применяли критерий χ2 по 
Пирсону или двусторонний тест точного критерия 
Фишера. Доверительный интервал выбрали равным 0,95. 
Различия считали статистически значимыми при 
уровне статистической значимости р <0,05.

Результаты и обсуждение
В опухолевых очагах чаще всего обнаруживалась 

общая мРНК генов MAGEA(1–6), выявляемая с по-
мощью разработанного нами ранее теста [8]. Частота 
обнаружения мРНК генов MAGEA(1–6) составила 
53,8 % (28 из 52 образцов опухолей). Несколько реже 
встречались мРНК генов SSX1, 2, 4, также детекти-
руемая в одном тесте (38,5 % случаев), и мРНК гена 
XAGE1 (23,1 % случаев). мРНК генов MAGEC1 и NY-ESO1 
обнаруживалась значительно реже (5,7 и 7,7 % слу-
чаев соответственно). Суммарная частота обнаруже-
ния мРНК тестированных генов в опухолевых очагах 
составила 75,0 % (39 из 52 образцов) (рис. 1).

В 51,2 % положительных образцов детектирова-
лась мРНК только одного гена, в 30,8 % положитель-
ных образцов обнаруживалась мРНК 2 генов. 
В остальных случаях выявлялась мРНК 3 или 4 раз-
ных генов. Чаще всего совместная экспрессия была 
свойственна генам MAGEA(1–6) и XAGE1.

В периферической крови частота встречаемости 
мРНК тестированных РТ-генов была, как правило, 
ниже. Исключение составила мРНК NY-ESO1, кото-
рая обнаруживалась в 11,1 % случаев, что в 1,4 раза 
выше частоты экспрессии этого гена в опухоли. Об-
щая частота детекции мРНК РТ-генов составила 
44,6 %, что в 1,7 раза меньше, чем в опухолевых оча-
гах (см. рис. 1). При этом чаще всего обнаруживалась 
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мРНК генов MAGEA(1–6) и XAGE1. Частота их детек-
ции в обоих случаях составила 14,8 %. Как и в опу-
холях, в большинстве образцов крови обнаруживалась 
экспрессия только одного РТ-гена. Лишь в отдельных 
случаях регистрировалась экспрессия 2 или 3 генов. 
Заметим, что во всех образцах крови здоровых добро-
вольцев мРНК РТ-генов не обнаруживалась.

Набор мРНК РТ-генов, выявляемых в опухоле-
вых очагах, далеко не всегда совпадал с набором, 
обнаруживаемым в периферической крови. У 15 
из 39 больных мРНК РТ-генов регистрировалась 
в опухолях, но не детектировалась в крови, а у 6 боль-
ных, наоборот, мРНК РТ-генов присутствовала в крови, 
но не определялась в опухоли. Причиной отсутствия 
мРНК в тестируемом образце опухоли, вероятно, яв-
ляется пространственная неоднородность клеточно-
го состава опухолевых очагов.

Еще у 6 больных РЭ детектируемые наборы мРНК 
различались в крови и опухоли, и лишь у 12 больных 
определены одинаковые наборы мРНК РТ-генов 
в крови и опухоли. Таким образом, полученные дан-
ные продемонстрировали достаточно высокую гете-
рогенность экспрессии разных РТ-генов в опухолях 
больных РЭ и различия со спектрами мРНК РТ-ге-
нов, обнаруживаемыми в периферической крови 
этих же больных.

Проведено сопоставление частоты детекции мРНК 
генов MAGEA(1–6), SSX1, 2, 4, XAGE1, MAGEC1, NY-ESO1 
в опухолевых очагах и периферической крови боль-
ных с разными формами макроскопического роста, 
типами (глубиной) инвазивного / инфильтративного 
роста, степенью дифференцировки и локализацией 
опухоли в теле матки.

В опухолях со смешанным ростом суммарная ча-
стота обнаружения тестированных мРНК достигала 

90 % и была статистически значимо выше, чем в опу-
холях с эндофитным ростом (р = 0,03). Основной вклад 
вносила мРНК MAGEA(1–6), частота обнаружения 
которой также была статистически значимо выше, чем 
у больных с эндофитным ростом опухоли (р = 0,005). 
В периферической крови тех же больных суммарная 
частота обнаружения мРНК РТ-генов при смешан-
ном росте превышала частоту детекции при экзофит-
ном (р = 0,017) и эндофитном росте опухоли (р = 0,035). 
Реже всего мРНК РТ-генов выявляли при экзофит-
ном росте. Так, мРНК SSX1, 2, 4, XAGE1, MAGEC1 не 
была обнаружена ни у одного больного с экзофитным 
ростом опухоли.

Различия в глубине инвазивного роста не сопро-
вождались статистически значимыми изменениями 
в частоте выявления тестированных мРНК. Макси-
мальная суммарная частота обнаружения мРНК 
РТ-генов (до 90 %) была характерна для опухолевых 
очагов больных с ростом опухоли по дну и стенкам 
матки. Чаще всего определялась мРНК MAGEA(1–6). 
Эти же больные характеризовались наиболее частым 
присутствием мРНК РТ-генов в периферической 
крови.

Степень дифференцировки опухоли не отража-
лась на частоте детекции мРНК РТ-генов в опухоле-
вых очагах. Однако в крови больных с низкодиффе-
ренцированным РЭ статистически значимо чаще 
обнаруживалась мРНК генов SSX1, 2, 4 и NY-ESO1. 
В обоих случаях мРНК детектировалась у каждой 
3-й больной. Суммарная частота обнаружения мРНК 
РТ-генов имела тенденцию к повышению по мере 
уменьшения степени дифференцировки опухолевых 
клеток (рис. 2).

Таким образом, полученные результаты свиде-
тельствуют о том, что мРНК РТ-генов MAGEA(1–6), 

Рис. 1. Частота обнаружения мРНК MAGEA(1–6), NY-ESO1, XAGE1, SSX1, 2, 4, MAGEC1 в опухолевых очагах и периферической крови 
больных раком эндометрия

Fig. 1. Frequency of MAGEA(1–6), NY-ESO1, XAGE1, SSX1, 2, 4, MAGEC1 mRNA detection in tumors and peripheral blood of patients with endometrial cancer
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SSX1, 2, 4, XAGE1, MAGEC1, NY-ESO1 с разной часто-
той выявляется не только в опухолях больных РЭ, но 
и в их периферической крови. В целом встречаемость 
мРНК РТ-генов в опухолях выше, чем в перифери-
ческой крови. При этом обнаруживаются высокая 
гетерогенность экспрессии РТ-генов в опухолях боль-
ных и различия со спектрами мРНК РТ-генов в пе-
риферической крови этих же больных. Выявлены 
случаи обнаружения мРНК MAGEA(1–6), SSX1, 2, 4, 

XAGE1, NY-ESO1 и MAGEC1 в периферической крови 
больных РЭ при отсутствии их детекции в опухоли 
и наоборот.

Анализ встречаемости мРНК РТ-генов MAGEA(1–6), 
SSX1, 2, 4, XAGE1, MAGEC1, NY-ESO1 показал, что 
глубина инвазивного роста опухоли не отражалась 
на частоте присутствия мРНК РТ-генов в опухоле-
вых очагах и периферической крови больных РЭ. 
Однако различия в форме макроскопического роста 

Рис. 2. Частота обнаружения мРНК MAGEA(1–6), SSX1, 2, 4, XAGE1, NY-ESO1 и MAGEC1 у больных раком эндометрия при разной степе-
ни дифференцировки опухоли: а – в опухолевых очагах, б – в периферической крови; *статистически значимые различия по сравнению 
с умеренно дифференцированным раком (р = 0,041), **статистически значимые различия по сравнению с высокодифференцированным раком 
(р <0,05)

Fig. 2. Frequency of MAGEA(1–6), SSX1, 2, 4, XAGE1, NY-ESO1 and MAGEC1 mRNA detection in patients with endometrial cancer with different 
degrees of tumor differentiation: а – tumors, б – peripheral blood; *statistically significant differences with moderately differentiated cancer (p = 0.041), 
**statistically significant differences with highly differentiated cancer (p <0.05)
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и локализации опухоли, а также в степени ее диффе-
ренцировки сопровождались изменениями в частоте 
обнаружения мРНК РТ-генов в периферической 
крови. Смешанная форма роста (экзофитная + эн-
дофитная), рост по дну и стенкам матки, а также низ-
кая степень дифференцировки характеризовались 
более высокой встречаемостью мРНК РТ-генов 
в крови больных. То есть по мере прогрессирования 
РЭ увеличивается вероятность присутствия мРНК 
тестированных РТ-генов в крови больных.

Представленные результаты дополняют получен-
ные другими авторами данные об экспрессии РТ-ге-
нов MAGEA4, MAGEA9, SSX1, 2, 4, NY-ESO1 в опухо-
лях больных РЭ [9] и демонстрируют присутствие 
мРНК РТ-генов также в крови больных. В перифе-
рической крови мРНК РТ-генов ранее была обнару-
жена при ряде других онкологических заболеваний, 
таких как рак толстой кишки, легких, почки, печени 
и др. [10–12]. Вероятной причиной появления в кро-
ви онкологических больных мРНК РТ-генов, в соот-
ветствии с разными источниками литературы, могут 
быть циркулирующие опухолевые клетки, экзосомы, 
деградация опухолевых клеток и появление в крово-
токе нуклеопротеидных комплексов [13]. Наличие 

мРНК РТ-генов в периферической крови можно рас-
сматривать в качестве биомаркера опухолевого про-
цесса, имеющего потенциальное мониторинговое 
значение и способного привнести дополнительную 
информацию о патогенезе заболевания.

Заключение
С помощью двухраундовой «гнездовой» ОТ-ПЦР по-

казано, что Х-ассоциированные РТ-гены MAGEA(1–6), 
SSX1, 2, 4, XAGE1, MAGEC1, NY-ESO1 гетерогенно 
экспрессируются в опухолевых очагах больных РЭ. 
При этом мРНК данных генов обнаруживается также 
в периферической крови больных. Частота обнару-
жения мРНК каждого из тестированных РТ-генов 
различалась в крови и опухоли онкологических боль-
ных. Cуммарная встречаемость мРНК MAGEA(1–6), 
SSX1, 2, 4, XAGE1, NY-ESO1 и MAGEC1 в опухолевых 
очагах составила 75,0 %, а в периферической крови – 
44,6 %. Более тяжелое течение РЭ, отражающееся 
в таких показателях, как смешанный рост опухоли, 
заполнение опухолью полости матки, низкодиффе-
ренцированный гистологический тип опухоли, ассо-
циировано с повышением частоты встречаемости 
мРНК РТ-генов в крови и опухолевых очагах.
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