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ВВЕДЕНИЕ

Функции раково�тестикулярных антигенов
(РТА), включающих более 100 генов у человека,
до сих пор остаются неизвестными. Специфиче�
ские паттерны экспрессии РТА млекопитающих в
норме ограничены только сперматогенными
клетками, эмбриональными и внезародышевыми
клетками, но аберрантные паттерны экспрессии
обнаружены в большинстве опухолевых клеток
различного происхождения. Как и у человека, в
геноме мышей были идентифицированы 18 генов
семейств Mage, восемь из которых были гомоло�
гичны генам семейств MAGEA (Melanoma Anti�
gen A) человека, пять – генам MAGEB, два –
MAGED, два – MAGEE и один – MAGEL. Боль�
шинство генов семейств Magea и Mageb (за ис�
ключением Magb3) в геномах мыши и человека

локализованы на Х�хромосоме, (De Backer et al.,
1995; De Plaen et al., 1999; Ohman Forslund et al.,
2001; Osterlund et al., 2000). Нуклеотидные и бел�
ковые последовательности генов семейств Mage
имеют высокую гомологию между членами се�
мейства (83–99% и 65–98% соответственно для
Magea), тогда как гомология между членами се�
мейств Magea и Mageb составляет около 35–40%
(De Plaen et al., 1999). Нуклеотидные последова�
тельности генов Mageb1 и Mageb2 имеют 99% го�
мологию и кодируют идентичные белки, поэтому
они часто обозначаются Mageb1/2. Структура ге�
на Mageb3 указывает на то, что он может являться
аутосомным псевдогеном, который в отличие от
других членов семейства локализуется на 3�й хро�
мосоме.
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Раково�тестикулярные антигены экспрессируются в сперматогенных и раковых клетках, а также в
плюрипотентных стволовых клетках мыши и человека. Однако роль раково�тестикулярных антиге�
нов семейств Mage в регуляции клеточных процессов в эмбриональных клетках практически не из�
вестна. В представленной работе был проведен сравнительный количественный анализ экспрессии
генов семейств Magea и Mageb в эмбриональных соматических клетках мыши (эмбриональных фиб�
робластах мыши, МЭФ), длительно культивируемых in vitro или подвергшихся воздействиям фак�
торов, ингибирующих и стимулирующих пролиферацию. Проведенный анализ выявил низкую экс�
прессию раково�тестикулярных антигенов семейств Mage в МЭФ и показал, что снижение проли�
феративной активности МЭФ в ходе культивирования на поздних пассажах сопровождается
незначительным возрастанием уровней экспрессии генов семейств Magea и снижением уровней
экспрессии генов семейства Mageb. Однако при модуляции активности MEK/ERK�сигнального пу�
ти и обработке деметилирующим агентом 5�азацитидином экспрессия генов семейств Magea и
Mageb в МЭФ практически не изменялась. Наибольшие изменения уровней экспрессии генов се�
мейств Magea и Mageb были выявлены только при воздействии митомицина С. Во всех эксперимен�
тальных вариантах была выявлена преимущественная цитоплазматическая локализация белков се�
мейств Mage как в клетках на стадии синтеза ДНК, так и на других стадиях клеточного цикла. Пред�
положительно, в активно пролиферирующих эмбриональных соматических клетках мыши
антигены семейств Magea и Mageb могут выступать в роли ко�активаторов регуляции пролифера�
ции и других клеточных процессов. 
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Несмотря на то, что РТА у млекопитающих
были идентифицированы более 20 лет назад, мало
известно об их свойствах и роли в регуляции раз�
личных процессов (Sang et al., 2011). Предшеству�
ющие исследования показали, что РТА вовлече�
ны в регуляцию транскрипции генов (Laduron
et al., 2004), пролиферативной активности (Jung�
bluth et al., 2005; Nagao et al., 2003; Ohman Forslund
et al., 2001; Por et al., 2010), апоптоза (Marcar et al.,
2010) и чувствительности раковых клеток к цито�
кинам (Park et al., 2002). Кроме того, было обнару�
жено, что РТА могут быть вовлечены в детерми�
нацию и специализацию эмбриональных клеточ�
ных линий. Так было установлено, что гены
MAGEA и GAGE специфически экспрессируются в
развитии мужских и женских половых клеток у че�
ловека (Aubry et al., 2001; De Plaen et al., 1999; Gaskell
et al., 2004; Gjerstorff et al., 2006; Gjerstorff et al., 2007).
Экспрессия генов семейств MAGE/Mage выявлена в
плюрипотентных стволовых клетках мыши и че�
ловека, а также в развивающихся нейроэктодер�
мальных и мезодермальных клетках и клетках
плаценты у человека (Andrieu et al., 2003; Deponti
et al., 2007; Gjerstorff et al., 2008; Jungbluth et al.,
2007; Kuwajima et al., 2006; Lifantseva et al., 2011).

Экспрессия РТА семейств Mage была в основ�
ном исследована в различных раковых клетках
in vitro или в клинических образцах опухолей раз�
ного происхождения (Sahin et al., 2000; Yuasa et al.,
2001). Однако практически отсутствуют данные
об их экспрессии в нормальных клетках, длитель�
но поддерживаемых в культуре in vitro (Cronwright
et al., 2005; Gjerstorff et al., 2008; Lifantseva et al.,
2011). В нашей предыдущей работе мы предполо�
жили, что экспрессия РТА семейств Mage может
быть ассоциирована с развитием ранних эмбрио�
нальных линий, тогда как их аберрантная экс�
прессия – с патологическими процессами, в част�
ности, с трансформацией и канцерогенезом
(Lifantseva et al., 2011). В связи с этим, в представ�
ленной работе был проведен сравнительный ана�
лиз экспрессии генов семейств Magea и Mageb в
эмбриональных соматических клетках мыши (эм�
бриональных фибробластах мыши, МЭФ), дли�
тельно культивируемых in vitro или подвергшихся
воздействиям факторов, ингибирующих и стиму�
лирующих пролиферацию, для изучения их роли
в регуляции клеточных функций. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Культивирование клеток. В работе были ис�
пользованы эмбриональные фибробласты мыши
(МЭФ), полученные из эмбриональной мезенхи�
мы зародышей мышей линии C57Bl/6 на стадии
Е13.5. Мыши линии C57Bl/6 были получены из
питомника лабораторных животных “Пущино”
ФИБХ РАН (Пущино, Московская область). Со�
держание животных и экспериментальные про�

цедуры проводили в соответствии с рекоменда�
циями биоэтического комитета ИБР РАН.

МЭФ культивировали в течение семи пасса�
жей в среде DMEM, содержащей 1мМ L�глутами�
на, 0.1 мМ заменимых аминокислот и 15% фе�
тальной сыворотки коров (“HyClone”, США).
Пассирование МЭФ проводили через каждые 72 ч с
использованием 0.05%�го раствора трипсин–ЭДТА
для диссоциации клеточных культур (“HyClone”,
США). В работе были использованы МЭФ на 1�,
3�, 5� и 7�м пассажах. Для анализа клеточного ро�
ста и времени удвоения популяции МЭФ на ука�
занных пассажах высевали в 6�луночные планше�
ты (Geinerbio, Германия) с плотностью 5 тыс. кле�
ток /см2 и затем подсчитывали число клеток после
культивирования в течение 72 ч. 

Экспериментальные воздействия. Для изучения
вовлеченности раково�тестикулярных антигенов
семейств Magea и Mageb в регуляцию пролифера�
ции МЭФ подвергали воздействиям ингибиторов
и стимуляторов пролиферации: цитостатика ми�
томицина С (10 мкг/мл) и синтетического инги�
битора киназы MEK1 (MEK/ERK�сигнального
пути) PD98059 (25 мкМ) (все “Sigma”, США), а
также фактора роста фибробластов человека (hu�
man fibroblast growth factor, FGF2, 100 нг/мл,
“PanBioTech”, Германия). Для анализа эпигенети�
ческой регуляции экспрессии антигенов семейств
Magea и Mageb МЭФ обрабатывали деметилирую�
щим агентом 5�азацитидином (5�Azacytidine,
1 мкМ, “Sigma”, США). Для экспериментов МЭФ
на 3�м пассаже высевали в 6�луночные планшеты
(Geinerbio, Германия) с плотностью 10 тыс. кле�
ток/см2 и культивировали в среде с фетальной сы�
вороткой в течение ночи для их полной адгезии и
адаптации. На следующий день производили сме�
ну среды, содержащей 15% заменителя фетальной
сыворотки (Knockout Serum Replacement, “Gib�
co”, США), добавляли перечисленные вещества и
культивировали в течение 24 ч. Для иммуногисто�
химического анализа и анализа пролифератив�
ной активности МЭФ высевали с той же плотно�
стью в 8�луночные планшеты на стекле (Lab�Tek
II Chamber Slide System; Nalge Nunc International,
США) и проводили экспериментальные воздей�
ствия по описанному выше протоколу. 

Выявление пролиферирующих клеток на стадии
синтеза ДНК. После завершения эксперимен�
тальных воздействий МЭФ культивировали в
среде с 10мкМ этинил�дезоксиуридина (EdU,
5�ethynyl�2'�deoxyuridine, Click�iT® EdU Imaging
Kit, “Molecular Probes”, США) в течение 1 ч. Выяв�
ление клеток, меченных EdU, проводили в соот�
ветствии с протоколом, рекомендованным произ�
водителем. В основе метода Click�iT® EdU для вы�
явления клеток в S�фазе клеточного цикла лежит
реакция между алкином в EdU и азидом флуорес�
центного красителя Alexa Fluor®, катализируе�
мая ионами меди. Продукты этой реакции реги�
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стрируют в ядрах ДНК�синтезирующих клеток
при флуоресцентной микроскопии. 

Иммунофлуоресцентный анализ. Выявление
белков семейств Mage проводили после заверше�
ния реакции Click�iT® EdU на препаратах, фик�
сированных 3%�м параформальдегидом в фосфот�
но�солевом буфере, по стандартной иммуноцито�
химической методике. Фиксированные препараты
МЭФ обрабатывали в растворе 0.3%�ного тритона
X�100 и 4%�ного сывороточного альбумина быка
(“Sigma”, США), а затем инкубировали с антите�
лами к белкам семейств Mage. Были использова�
ны кроличьи антитела против белков семейств
Mage мыши и человека в разведениях, рекомендо�
ванных производителями (1 : 100, “Santa Cruz Bio�
technology”, США). Для иммунофлуоресцентной
детекции использовали вторичные антитела цып�

ленка против кроличьих иммуноглобулинов,
конъюгированные флуорохромом Alexa 594, в
разведении 1 : 900 (Molecular Probes, США). Пре�
параты докрашивали флуоресцентным красите�
лем DAPI для визуализации клеточных ядер.
Контрольные препараты МЭФ обрабатывали так
же, как и опытные образцы, исключая добавле�
ние первичных антител. В качестве позитивного
контроля использовали клетки тератокарциномы
мыши линии P19 (получены из Банка клеточных
культур Института цитологии РАН) и криосрезы
семенников половозрелых самцов линии С57Bl6.
Подготовку препаратов проводили по методу,
описанному в предыдущих наших исследованиях
(Гордеева и др., 2011). Окрашенные препараты за�
ключали в среду для иммунофлуоресцентных пре�
паратов (“Ibidi”, Германия), а затем фотографиро�

Структура праймеров для РВ�ПЦР�анализа экспрессии генов семейств Magea, Mageb и Cmyc мыши

Ген № последовательности 
в GeneBank Прямой и обратный праймеры Размер ПЦР последов., п.о.

Magea2 NM_020016 5'atcgtatctggagactttgtggac3'
5'gggacctaaactggcactgc3'

92

Magea4 NM_020280 5'tcggagccaaagggagttag3'
5'tgcacagtgggtcttcctgt3'

224

Magea6 NM_020019 5'aaggcttggatcttgagcaga3'
5'ccaccacccagctctcaaata3'

131

Magea8 NM_020020 5'ccagttgagatatagaggctgaacc3'
5'atggcaaggcaaggcgaa3'

104

Magea1–8 NM_020015

NM_020016 5'cctctgagtgcttgaagatggt3' 83

NM_020017 5'ggcagtgacaaggatataggagtg3'

NM_020280

NM_020018

NM_020019

NM_020020

Mageb1 NM_010759 5'aggtctccattaagtccaaggtattc3'
5'ggaatctggaaggataagaatgacaac3'

82

Mageb3 NM_008545 5'cctgttgcccttggacctatg3'
5'gcgtttcagcatcaagaagattaag3'

168

Mageb4 NM_001033492 5'gggaatttcgcttagcaatcaagg3'
5'gtggcaagagacagcagatagg3'

159

Mageb5 NM_028847 5'ggagaatcatccacttctgaagag3'
5'ggttgcggtggtgcttattc3'

86

Mageb1–3 NM_010759 5'cagtcacgcagggaggttc3' 193

NM_031171 5'caggcaggacagcagcatt3'

NM_008545

Cmyc NM_001177352 5'tgatgtggtgtctgtggagaaga3'
5'gcgtagttgtgctggtgagt3'

144

Hprt NM_013556 5'cgttgggcttacctcactgctttc3'
5'ggtcataacctggttcatcatcgctaatc3'

150
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вали с использованием системы анализа изобра�
жений Leika DMRXA2 (“Leica”, Германия).

Анализ генной экспрессии. Анализ экспрессии
генов семейств Magea и Mageb в культивируемых
МЭФ проводили с помощью ПЦР в реальном
времени (РВ�ПЦР). Тотальную РНК из МЭФ и
семенника мыши экстрагировали, используя Tri�
zol (“Invitrogen”) в соответствии с рекомендация�
ми производителя. Концентрацию тотальной
РНК в образцах определяли с помощью спектро�
фотометра NanoDrop 8000 (ThermoScientific,
США). Образцы тотальной РНК обрабатывали
ДНКазой (TurboDNA kit, “Ambion”, США) для
предотвращения контаминации геномной ДНК.
Синтез кДНК проводили с использованием об�
ратной транскриптазы Superscript III (“Invitrogen”,
США) и олиго(dT)18 праймеров (“Fermentas”,
Литва). 

Количественный РВ�ПЦР анализ генной экс�
прессии проводили на амплификаторе “Applied
Biosystems 7500” (США) с использованием набо�
ра для проведения РВ�ПЦР с красителем EVA
Green (“Синтол”, Россия) по следующему прото�
колу: предварительная денатурация: 94°C – 5 мин;
отжиг праймеров и элонгация: 61°C – 1 мин; де�
натурация: 94°C – 15 сек, 40 циклов. Для анализа
были использованы праймеры, сконструирован�
ные на основе данных о структуре исследуемых
генов в базах данных GenBank и Ensemble (Табли�
ца). Каждый эксперимент был проведен в трех
повторах. Уровень экспрессии генов в каждом об�
разце был нормализован к уровню экспрессии ге�
на гипоксантин�гуанин фосфорибозил трансфе�
разы Hprt. Для анализа относительных уровней
экспрессии генов семейств Magea и Mageb ис�
пользовали программу ABI Relative Quantification
Study software (Applied Biosystems, США). При
анализе относительных уровней экспрессии ге�
нов семейства Magea и Mageb в МЭФ на разных
пассажах в каждом экспериментальном варианте
за относительную единицу принимали уровень
экспрессии анализируемого гена в МЭФ на 1�м
пассаже, а в эксперименте с воздействиями раз�
ных факторов – уровень экспрессии в контроль�
ном варианте. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Изменение экспрессии генов семейств Magea и
Mageb в МЭФ на разных пассажах. Для выявле�
ния возможной роли РТА семейств Magea и Mageb
в регуляции клеточных функций эмбриональных
соматических клеток был проведен анализ экс�
прессии генов Magea2, 4, 6, 8 и Mageb1,3,4,5, а
также суммарных уровней экспрессии генов
Magea1,2,3,4,5,6,8 (Magea1–8) и Mage b1,2,3
(Mage1–3) в первичных МЭФ на разных пассажах
(пасссажи 1, 3, 5, 7), т.е. на разных сроках культи�
вирования in vitro.

Известно, что нормальные соматические клет�
ки подвергаются репликативному старению и
прекращают размножение при продолжительном
культивировании in vitro. Изучение клеточного
роста МЭФ in vitro показало, что в период культи�
вирования от 1�го к 7�му пассажу рост клеток за�
медлялся, а время удвоения популяции значи�
тельно увеличивалось – от 28 ч на 1�м пассаже до
отсутствия удвоения через 72 ч на 7�м пассаже
(рис. 1). Кроме того, морфологический анализ
МЭФ обнаружил увеличение в популяции числа
крупных распластанных клеток с большим ядром
или двуядерных клеток на 5�м и 7�м пассажах
(рис. 2б верхний ряд и окраска DAPI). Несмотря
на изменения роста МЭФ, с помощью анализа
включения EdU были выявлены клетки в фазе
синтеза ДНК даже на 7�м пассаже, что указывает
на сохранение пролиферативного потенциала у
стареющих МЭФ. С помощью иммунофлюорес�
центного анализа был выявлен слабый сигнал
при детекции экспрессии антигенов семейства
Mage в МЭФ на всех изученных пассажах по срав�
нению с клетками тератокарциномы мыши P19 и
сперматогенными клетками в семенниках мыши
(рис. 2 и 3). Причем РТА семейства Mage экспрес�
сировались в большинстве МЭФ: как на стадии
синтеза ДНК (S�фазе), так и на других стадиях
клеточного цикла (рис. 2). В МЭФ была обнару�
жена преимущественно цитоплазматическая ло�
кализация белков Mage, выявляемых с помощью
использованных антител (рис. 2 и 3).

Сравнительный количественный РВ�ПЦР�
анализ профилей экспрессии генов семейств Ma
gea и Mageb в МЭФ на разных пассажах выявил
ряд особенностей в экспрессии изучаемых генов
(рис. 3). Следует отметить, что уровни экспрессии
генов семейств Magea и Mageb в МЭФ были зна�
чительно ниже (400–4000 раз), чем в семенниках
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Рис. 1. Скорость роста МЭФ на разных пассажах при
культивировании in vitro. По оси ординат – число
клеток 1�, 3�, 5� и 7�го пассажей после 72 ч культиви�
рования. * – различия с МЕФ1 статистически досто�
верны при p < 0.001, ANOVA.
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мыши (рис. 4a). В целом, уровни экспрессии ге�
нов семейств Magea и Mageb были приблизитель�
но одинаковыми, за исключением гена Mageb4,
экспрессия которого была значительно ниже и не
была выявлена в используемых условиях РВ�ПЦР
(рис. 4б, 4в). Анализ уровней экспрессии отдель�
ных генов семейств Magea в МЭФ на разных пас�
сажах выявил незначительное возрастание экс�
прессии Magea6 и Magea8 в МЭФ на 5�м и 7�м

пассажах, но не обнаружил различий в экспрес�
сии генов Magea2 и Magea4. При этом суммарная
экспрессия генов семейства Magea также незна�
чительно возрастала в МЭФ на поздних пассажах
(рис. 4б), тогда как экспрессия генов Mageb1–3 и
гена Cmyc снижалась (рис. 4в). Таким образаом,
на основании полученных данных по экспрессии
РТА семейств Mage можно выявить две тенден�
ции: по мере старения и снижения пролифера�

EdU

Mage

DAPI

Рис. 2. Анализ морфологии, экспрессии белков Mage и включения EdU в МЭФ на разных пассажах. Тройная окраска
препаратов МЭФ: антителами к антигенам Mage, реакция выявления EdU и окраска ядер DAPI. В нижнем ряду ри�
сунка стрелками обозначены клетки с совмещением трех окрасок в МЭФ. Масштаб: 100 мкм.

МЭФ1 МЭФ3 МЭФ5 МЭФ7
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тивной активности МЭФ наблюдается незначи�
тельное возрастание уровней экспрессии ряда ге�
нов семейств Magea и снижение уровней
экспрессии генов семейства Mageb. 

Экспрессия генов семейств Magea и Mageb в
МЭФ не зависит от активности MEK/ ERKсиг
нального пути, но изменяется при воздействии ми
томицина С. Для установления возможного уча�
стия генов семейств Magea и Mageb в регуляции
пролиферации МЭФ была изучена экспрессия
этих генов в клетках, подвергшихся воздействиям
факторов, ингибирующих (митомицина С и
PD98059) или стимулирующих (FGF2) пролифе�
рацию, а также деметилирущего агента 5�азацити�
дина. Иммуногистохимический анализ экспрес�
сии белков Mage и выявление ДНК�синтезирую�
щих клеток показали, что характер экспрессии
антигенов семейства Mage не претерпевает суще�
ственных изменений при воздействии указанных
факторов, хотя число EdU�включивших клеток,
как и суммарное число клеток, снижались или
возрастали при ингибировании или стимуляции
пролиферации соответственно (рис. 5 и 6). Коли�
чественный РВ�ПЦР�анализ профилей экспрес�
сии генов семейств Magea и Mageb не выявил зна�
чительных изменений в экспрессии большинства
генов во всех экспериментальных вариантах за
исключением МЭФ, обработанных митомици�

ном С (рис. 7). После воздействия митомицина С
на МЭФ было обнаружено небольшое возраста�
ние экспрессии генов Magea6, как и суммарного
уровня экспрессии генов Magea1–8, и снижение
экспрессии генов семейства Mageb, а также
Magea4, Magea8 и Cmyc (рис. 7). Полученные ре�
зультаты показывают, что регуляция экспрессии
генов семейств Magea и Mageb в МЭФ, по�види�
мому, мало связана с активностью MEK/ERK�
сигнального пути, т.к. активация сигнального
каскада с помощью лиганда FGF2 или ингибиро�
вание киназы MEK1 не оказывали существенного
влияния на уровни экспрессии изучаемых генов
семейств Mage. Деметилирование геномной ДНК
после воздействия 5�азацитидина также не ока�
зывало значительного влияния на экспрессию ге�
нов семейств Magea и Mageb (рис. 7). 

Суммируя полученные результаты, можно сде�
лать следующие заключения и предположения.
Нормальные эмбриональные соматические клет�
ки МЭФ экспрессируют РТА семейств Magea и
Mageb на очень низком уровне по сравнению со
сперматогенными клетками семенников мыши.
В процессе длительного культивирования МЭФ
подвергаются репликативному старению, кото�
рое сопровождается снижением пролифератив�
ной активности. Эти процессы коррелирует со
снижением экспрессии генов Cmyc и Mageb и с

МЭФ Семенник Тератокарцинома

Mage

DAPI

Рис. 3. Анализ экспрессии белков Mage в МЭФ (пассаж 5), клетках тератокарциномы P19 и сперматогенных клетках
семенников мыши. Ядра окрашены DAPI. Масштаб: 50 мкм.
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незначительным повышением экспрессии неко�
торых генов семейства Magea. Однако модуляция
активности митогенного сигнального каскада
MEK/ERK в МЭФ на ранних пассажах не оказы�
вает существенного влияния на экспрессию генов

семейств Magea и Mageb, что указывает на отсут�
ствие прямых регуляторных взаимодействий это�
го сигнального пути и изучаемых РТА в регуляции
пролиферации МЭФ, но не исключает их для дру�
гих митогенных каскадов. Кроме того, деметили�
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Рис. 4. Сравнительный количественный РВ�ПЦР�анализ экспрессии генов семейств Magea и Mageb в МЭФ на разных
пассажах и в семенниках мыши. (а) – Относительные уровни генной экспрессии, нормализованные к уровню экс�
прессии гена Hprt в МЭФ на 3�м пассаже и в семенниках (СЕМ) мыши. Уровень экспрессии каждого гена в МЭФ при�
нят за относительную единицу. (б) – Относительные уровни экспрессии генов семейства Magea, нормализованные к
уровню экспрессии гена Hprt в каждом образце. Уровень экспрессии каждого гена в МЭФ на 1�м пассаже принят за
относительную единицу. (в) – Относительные уровни экспрессии генов семейства Mageb и Cmyc, нормализованные к
уровню экспрессии гена Hprt в каждом образце. Уровень экспрессии каждого гена в МЭФ на 1�м пассаже принят за
относительную единицу.
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Рис. 5. Скорость роста МЭФ, подвергшихся воздействиям факторов, стимулирующим (FGF2) и ингибирующим пролифера�
цию (PD98059 и митомицин С), а также деметилирующим ДНК (5�азацитидин). По оси ординат: число клеток после воздей�
ствия указанных факторов в течение 24 ч. Обозначения: к – контроль, мит– митомицин С, PD – PD98059, FGF2 – FGF2,
аза – 5�азацитидин. * – различия с контрольными МЕФ статистически достоверны при p < 0.001, ANOVA.

EdU

Mage

DAPI

Контроль Митомицин С PD98059 FGF2 5�Азацитидин

Рис. 6. Экспрессия белков Mage и включение EdU в МЭФ после воздействия факторов, регулирующих пролифера�
цию, а также 5�азацитидина. Тройная окраска препаратов МЭФ: антителами к антигенам Mage, реакция выявления
EdU и окраска ядер DAPI. В нижнем ряду в белых окружностях выделены области с клетками, в которых клетки с яр�
кими белыми ядрами совмещают три окраски в МЭФ Масштаб: 100 мкм.

*

*

*

5



194

ОНТОГЕНЕЗ  том 46  № 3  2015

ГОРДЕЕВА

рование ДНК МЭФ также не оказывало суще�
ственного влияния на экспрессию РТА семейств
Magea и Mageb, хотя ранее было отмечено, что
экспрессия генов MAGE человека может регули�
роваться эпигенетически в раковых и эмбрио�
нальных стволовых клетках (Kim et al., 2013; Loriot
et al., 2008; Serrano et al., 1996; Wischnewski et al.,
2006). 

Полученные данные и результаты исследова�
ний роли РТА в регуляции пролиферации и апо�
птоза в раковых клетках дают основание предпо�
ложить, что и в МЭФ экспрессия РТА может быть
связана с клеточным ответом на различные стрес�
совые воздействия, как при клеточном старении

и действии цитостатика митомицина С. Извест�
но, что различные повреждающие факторы (теп�
ловой шок, облучение, гипоксия и факторы, по�
вреждающие ДНК) активируют p53�зависимые
пути, которые способствуют остановке клеточно�
го цикла для запуска репарации или апоптоза по�
врежденных клеток (Eichhorn et al., 2013; Meek,
2009; Riley et al., 2008; Suvorova et al., 2012). Цито�
статический эффект белка p53 опосредуется через
усиление экспрессии белка�регулятора клеточно�
го цикла p21Cip1. Негативным регулятором экс�
прессии p21Cip1 выступает онкоген C�myc, кото�
рый вместе с Miz-1 связывается с промоторной
областью p21Cip1 и блокирует экспрессию послед�
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Рис. 7. Количественный РВ�ПЦР�анализ экспрессии генов семейств Magea и Mageb и Cmyc в МЭФ после воздействия
факторов, стимулирующим и ингибирующим пролиферацию, а также 5�азацитидина. Обозначения см на рис. 4. (а) –
Относительные уровни экспрессии генов семейства Magea, нормализованные к уровню экспрессии гена Hprt в каж�
дом образце. За относительную единицу принят уровень экспрессии каждого гена в контрольных МЭФ. (б) – Отно�
сительные уровни экспрессии генов семейства Mageb и Cmyc, нормализованные к уровню экспрессии гена Hprt в каж�
дом образце. За относительную единицу принят уровень экспрессии каждого гена в контрольных МЭФ.
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него. Было показано, что в клетках гепатокарци�
ном человека С�концевой фрагмент антигена
MAGE�A4 также связывается с Miz�1 и обнару�
живается в транскрипционном комплексе в про�
моторной области гена p21Cip1, что приводит к
усилению про�апоптотических эффектов белка
p53 (Sakurai et al., 2004). Однако функциональные
взаимодействия между MAGE�A4 и MYC не из�
вестны (Nagao et al., 2003; Sakurai et al., 2004).
Кроме того, обнаружено, что РТА семейства MA�
GEA способны ингибировать связывание с хро�
матином белка p53 и тем самых блокировать ини�
циируемую им экспрессию генов�мишеней p21,
MDM2 и PUMA (Marcar et al., 2010). 

Несмотря на то, что не было обнаружено пря�
мого влияния MAGE�A4 на прогрессию клеточ�
ного цикла, пролиферацию или апоптоз, тем не
менее MAGE�A4, в отличие от MAGE�A1,
MAGE�A2 и MAGE�A12, проявлял антипролифе�
ративный эффект в клетках гепатокарцином че�
ловека, экспрессирующих белок�онкоген p28
(gankirin) (Nagao et al., 2003). В наших экспери�
ментах с МЭФ на разных пассажах и при воздей�
ствии митомицина С были выявлены обратные
корреляции в уровнях экспрессии генов Cmyc и
Magea1–8 и прямые – для Cmyc и Mageb1–3, что,
возможно, указывает на разные регуляторные эф�
фекты антигенов семейств Magea и Mageb в регу�
ляции клеточных процессов. Подобные разные
эффекты на супрессию мейоза и митоза были вы�
явлены для гена Mageb4 в мужских и женских
мейотических половых клетках (Osterlund et al.,
2000) и для РТА Necdin, взаимодействующего с
MAGE антигенами, в постмитотических нейро�
нах зародышей мышей (Aizawa et al., 1992; Aizawa
et al., 2011; Andrieu et al., 2003).

Необходимо отметить, что в ряде исследова�
ний было обнаружено, что повышенная экспрес�
сия РТА приводит к усилению роста раковых кле�
ток, а ингибирование их экспрессии – к ослабле�
нию клеточного роста (Duan et al., 2003; Low et al.,
2010; Por et al., 2010; Suyama et al., 2010; Yang et al.,
2007). Однако во многих случаях была также по�
казана корреляция экспрессии РТА с клеточной
гибелью. Так, антиген человека MAGEA3 спосо�
бен ингибировать активность каспазы 12 в миоб�
ластах мыши, и благодаря антиапоптотическому
эффекту способствовать выживанию клеток
(Morishima et al., 2002). Предполагается, что анти�
гены семейства MAGEA способствуют выжива�
нию опухолевых тучных клеток мыши (Yang et al.,
2007) и клеток овариальной карциномы человека
(Duan et al., 2003), что также позволяет отнести их
к группе онкогенов (Sang et al., 2011). 

Таким образом, РТА можно рассматривать в
качестве кофакторов ключевых регуляторов про�
лиферации и клеточной гибели в опухолевых
клетках. На основе биоинформационного анали�
за структуры и известных эффектов РТА была

сформулирована гипотеза о том, что РТА играют
роль концентраторов в регуляторной белковой
сети клеток (так называемые hub�позиции в сети)
и способны образовывать новые регуляторные
узлы, которые приводят функциональным изме�
нениям в клетках и в отсутствие генетических из�
менений (Rajagopalan et al., 2011). В соответствии
с этой гипотезой и полученными данными мы
предполагаем, что в активно пролиферирующих
МЭФ РТА семейств Magea и Mageb могут высту�
пать в роли ко�активаторов при регуляции проли�
ферации и апоптоза, способствуя выживаемости
клеток. Дальнейшее изучение их функциональ�
ной роли их в обеспечении пролиферативных и
антиапоптотических эффектов в плюрипотент�
ных и ранних эмбриональных соматических кле�
ток мыши является предметом наших дальней�
ших исследований.

Работа поддержана Российским фондом фун�
даментальных исследований (проект № 14�04�
00419�а). Автор благодарит Н.В. Лифанцеву за
техническую помощь при конструировании
праймеров.
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Cancer�testis antigens are expressed in the spermatogenic and cancer cells as well as in human and mouse
pluripotent stem cells. However, the role of cancer�testis antigens of Mage families in the regulation of cellu�
lar processes in embryonic cells is largely unknown. In the present study comparative quantitative analysis of
the gene expression of Magea and Mageb families was performed in mouse embryonic somatic cells (mouse
embryonic fibroblasts, MEFs), long�term cultured in vitro and exposed to factors that inhibit and stimulate
proliferation. The analysis revealed low expression of cancer�testis antigens of Mage families and showed that
a lower proliferative activity of MEF at late passages was accompanied by slight up�regulation of the Magea
gene expression and down�regutation of Mageb gene expression. However, modulation of the activity of
MEK/ERK�signaling pathway and DNA demethylation by 5�azacytidine had no significant effects on the
expression of Magea and Mageb genes in MEFs. The most essential changes in the expression levels of Mageb
and Magea genes were found only when MEFs were exposed to mitomycin C. In all experimental variants,
predominantly cytoplasmic localization of Mage antigens was found in MEFs at the phase of DNA synthesis,
as well as at other cell cycle phases. Presumably, in actively proliferating mouse embryonic somatic cells the
antigens of Magea and Mageb families can act as co�activators in the regulation of cell proliferation and other
cellular functions.

Keywords: cancer�testis antigens, melanoma antigens, Magea, Mageb, C�myc, proliferation, MEK/ERK
signaling, mouse embryonic fibroblasts
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