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Рак молочної залози (РМЗ)
в Україні, як і в країнах Європи
та Америки, посідає перше міс-
це у структурі захворюваності
та летальності від злоякісних
новоутворень серед жінок. В
останні роки спостерігається пе-
рехід до індивідуалізації терапії,
тобто враховуються фактори
прогнозу перебігу захворюван-
ня й ефекту від лікування [1].

Серед прогностичних фак-
торів РМЗ широко відомі ре-
цептори естрогенів і прогесте-
ронів, наявність яких, навіть без
застосування терапії, свідчить
про неагресивний тип розвит-
ку захворювання. Перспектив-
ним вважається перехід з іму-
ногістохімічного рівня прогнозу-
вання на молекулярно-гене-
тичний, що грунтується на зв’яз-
ку поліморфізму саме у струк-
турі генів із розвитком РМЗ.
Найбільш відомими ДНК-мар-
керами є поліморфні ділянки
гена BRCA, p53, bcl-2. Перспек-
тивними для розробки вважа-
ються маркери на гени ER, PR,
Cx26. Зокрема, експресія гена
ERα використовується у клініч-

ній практиці як індикатор добо-
ру гормональної терапії, а її втра-
та асоційована з поганою вижи-
ваністю [2]. Сьогодні відомо
кілька варіантів поліморфізму
гена ERα, що змінюють функ-
цію рецептора: поліморфізм
PvuII, XbaI і (GT)n пов’язані з ри-
зиком РМЗ [3]. Однак не можна
робити прямої екстраполяції
зв’язку поліморфізму з ризиком
РМЗ на летальність, такі припу-
щення потребують подальших
досліджень [2; 3].

Поліморфізм гена рецепто-
ра прогестерону за довжиною
фрагментів рестрикції TaqI в
інтроні G був описаний у зв’яз-
ку з карциномою яєчників, а не-
щодавно з’явилися дані про
його асоціацію зі зменшенням
ризику РМЗ. Втрата гетерозигот-
ності у хромосомному регіоні
11q22-23, де локалізований PR,
часто спостерігалася при РМЗ,
засвідчуючи присутність у цій
ділянці гена-супресора пухли-
ни. У дослідженні [4] перевірено
можливість участі вказаних типів
поліморфізму в розвитку РМЗ у
популяції австрійок. Показано

відсутність асоціації між полі-
морфізмом гена PR і клінічни-
ми даними щодо типу пухлини,
її розміру, ступеня диференціа-
ції тощо.

Рівень експресії гена-супресо-
ра пухлини Сх26 є суттєво ниж-
чим у пухлинах порівняно з нор-
мою (43 %) [5], що дозволяє ви-
користати цей ген як маркер для
прогнозування та відбору групи
високого ризику для відповідної
стратегії лікування. Рівень екс-
пресії гена Сх26 є зниженим у
пухлинах РМЗ з причини метилу-
вання його промотора, найбільш
частого у Sp1 сайті [6]. Однак
майже немає інформації щодо
генних альтерацій Сх26 та їхньо-
го можливого зв’язку з РМЗ.

Враховуючи викладену акту-
альність досліджень молеку-
лярно-генетичного поліморфіз-
му генів ERα, ERβ, PR, Cx26 у
зв’язку з розвитком РМЗ, зокре-
ма в Одеському регіоні, а та-
кож недостатність існуючих сьо-
годні експериментальних да-
них, нами була запланована ця
пошукова робота. Мета нашо-
го дослідження — детекція по-
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ліморфізму промоторних діля-
нок генів ERα (А, В, С), ERβ, PR
(А, В), Cx26 у хворих на РМЗ
Півдня України.

Матеріали та методи
дослідження

Тканину РМЗ із контрольни-
ми зразками здорової тканини
отримано від 30 хворих мамо-
логічного відділення Одесько-
го обласного онкологічного дис-
пансеру.

Виділяли ДНК із зразків тка-
нини за допомогою набору “DNA
purificaton kit” (Promega). Кіль-
кість та якість виділених препа-
ратів ДНК оцінювали електро-
форезом у агарозному гелі та
спектрофотометрично.

ПЛР-секвенування: на пер-
шому етапі нагромаджували
поліморфний фрагмент ДНК із
привіском послідовності фага
М13 (5′-TGT AAA ACG ACG
GCC AGT-3’) за допомогою
праймерів, спрямованих у про-
моторні ділянки генів ERα (А,
В, С), ERβ, PR (А, В), Cx26
(таблиця).

Для реакції використовува-
ли суміш об’ємом 10 мкл. Склад
реакційної суміші: 20–50 нг хро-
мосомної ДНК; 4–6 рМ прайме-
ра з привіском М13; 200 мкМ
dNTPs; 50 мМ КСl; 2,5 мМ

МgCl2; 10 мМ Tris-HCl (pH 8,3);
1,5 % DMSO; 50 мМ ТМАС; 0,2
U Tfi-полімерази.

Якість ПЛР-продукту оціню-
вали в агарозному гелі, після
чого вирізали його і здійснюва-
ли екстрагування/чистку за до-
помогою набору “GFXTM PCR
DNA and Gel Band Purification
Kit” (AmERsham Pharmacia Bio-
tech).

На другому етапі проводили
термінуючу реакцію секвенуван-
ня за допомогою набору “ThER-
moSequenase 7-deaza-dGTP Se-
quencing Kіt” (AmERsham Phar-
macia Biotech) з універсальним
праймером М13. Умови реакції
(20 циклів): 95 °С — 30 с, 54 °С
— 30 с, 72 °С — 1 хв. Після ре-
акції суміш денатурували протя-
гом 3 хв при 72 °С у IR2 cтоп-
розчині та наносили у 25 см сек-
венуючий гель. Аналізували про-
дукти секвенування за допомо-
гою програми “Base ImagIR 4.0“.
Для пошуку гомології секвенова-
ного фрагмента в базі даних ге-
ному людини використано інтер-
нет-програму “NCBI BLAST”
(http://130.14.29.110/BLAST/).

Результати дослідження
та їх обговорення

Виконано секвенування про-
моторних регіонів генів ERα у

ділянках А, В, С; ERβ; PR (А,
В), Cx26. У результаті аналізу
для генів ERα B, ERα C, PRA,
PRB, Cx26 не виявлено відмін-
ностей у нуклеотидних послі-
довностях як між генотипами,
так і у межах генотипу між пух-
линою та нормою. Ідентич-
ність нуклеотидного складу по-
рівнюваних зразків за вказани-
ми локусами цілком відповідає
даним літератури про відсут-
ність генних альтерацій за
цими локусами, пов’язаних із
РМЗ.

При аналізі промоторного
регіону гена ERαА виявлено
однонуклеотидний полімор-
фізм (SNP) Т/С у положенні
341 (послідовність праймера
відокремлена |): GGA CAC
GGT CTG CAC CCT GCC CGC|
GGC CAC GGA CCA TGA CCA
TGA CCC TCC ACA CCA AAG
CAT C[T/C]G GGA TGG CCC
TAC TGC ATC AGA TCC AAG
G (рис. 1).

Згідно з базою даних гено-
му людини, гаплотип «Т» є нор-
мальною послідовністю гена
естрогенового рецептора, тим-
часом як гаплотип «С» є варі-
антом ER, отриманим при ана-
лізі mRNA з тканини РМЗ.

У нашій популяції полімор-
фізм такого типу встановлено у

Таблиця
Нуклеотидні послідовності праймерів та умови полімеразної ланцюгової реакції

Температура

Праймер                                                 Послідовність та тривалість
гібридизації,

°C, c
ERαА – f 5’-TGT AAA ACG ACG GCC AGT GGA CAC GGT CTG CAC CTG CCC GC-3’ 71, 30
ERαА – r 5’-GCG GAC GGT TGA GGG GCT CCA GCT-3’
ERαВ – f 5’-TGT AAA ACG ACG GCC AGT CCC ACT GCC ATT CAT CCA GC-3’ 60, 30
ERαВ – r 5’-AGG AAT GTG CTC GCA TGT GCG-3’
ERαС – f 5’-TGT AAA ACG ACG GCC AGT CTT CAC ATT CTC CGG GAC TGC-3’ 61, 30
ERαС – r 5’-GAA GGC TCA GAA ACC GGC G-3’
ERβ – f 5’-TGT AAA ACG ACG GCC AGT CTT GGA AGG TGG GCC TGG TC-3’ 60, 30
ERβ – r 5’-CGC ATA CAG ATG TGA TAA CTG GCG-3’
PRА – f 5’-TGT AAA ACG ACG GCC AGT ACG GGC TAC TCT TCC CTC G-3’ 61, 30
PRA – r 5’-TGG AAT ATG CGC CCT CCA CG-3’
PRВ – f 5’-TGT AAA ACG ACG  GCC AGT TGA CTG TCG CCC GCA GTA CG-3’ 60, 30
PRВ – r 5’-CGG CAA TTT AGT GAC ACG CG-3’
Cx26 – f 5’-TGT AAA ACG ACG GCC AGT GAT TTA ATC CAT GAC AAA CT-3’ 53, 30
Cx26 – r 5’-CCA CAC CTC CTT TGC AGC-3’
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6 % випадків РМЗ. З літератури
відомо кілька SNP у структурі
самого гена ERαА [7], однак
немає однозначної асоціації
випадків поліморфізму пооди-
ноких локусів із РМЗ.

Гаплотипний аналіз показав,
що детектований нами SNP у
поєднанні з варіантами 454–
351A → G або 454–397C → T та
975C → G SNPs може бути по-
в’язаний зі зростанням ризику
виникнення РМЗ дуктального
типу. Крім того, поєднання цих
гаплотипів у різних співвідно-
шеннях інформативніші щодо
ризику РМЗ для жінок із біль-
шим індексом маси тіла [7].

У нашому дослідженні двох
із цих гаплотипів не виявлено,
а третій знаходився за межами
секвенованого фрагмента. Вра-
ховуючи також низький відсоток
зустрічальності SNP 341T/C у
популяції хворих Півдня Украї-
ни, не можна вважати даний
тип поліморфізму індикатором
ризику виникнення РМЗ, але ця
можливість з’являється при на-
громадженні в цьому регіоні
кількох відомих SNP-гаплотипів.

При аналізі промоторного
регіону гена ERβ виявлено му-
тацію, ймовірно, за типом інсер-
ції. Попередня оцінка якості ви-
раженості та кількості отрима-
ного продукту ампліфікації ви-
явила наявність трьох алелів у
популяції хворих із РМЗ: 123–
123 п. н., 123–177 п. н., 177–
177 п. н. (рис. 2).  Після секве-
нування кожного з фрагментів
окремо, виявлено їхню ідентич-
ність до позиції 715 включно
(згідно з номенклатурою Gen-
Bank, EMBL, DDBJ, PDB), після
якої верхній фрагмент подов-

жується ще на 50 нуклеотидів.
Cпостерігається більша зустрі-
чальність алеля «177–» серед
зразків пухлин — 67 %, алель
«177–177» та 83 % спільно з ге-
терозиготними генотипами
«123–177». Однак висновок про
певну асоціацію в успадкуван-
ні може бути зроблений після
проведення мікродисекційного
розділення клітин раку та нор-
ми перед виділенням ДНК.

Здійснено пошук даних лі-
тератури щодо існування му-
тацій за типом інсерцій у межах
гена ERβ, а також їхнього мож-
ливого зв’язку із ризиком виник-
нення РМЗ. У кількох дослі-
дженнях [8] виявлено нову ізо-
форму ERβ, що з’являється
внаслідок інсерції 54 нуклеоти-
дів у положенні 1372, яка сьо-
годні відома під назвою ERβ2.
Функцією ERβ2 є негативна ре-
гуляція естрогенової дії. Проте
виявлена нами інсерція знахо-
диться у позиції до 800, тимча-
сом як відома в літературі по-
чинається з 1372 (1374 — за
іншими даними).

Висновки

У результаті дослідження,
проведеного у хворих на РМЗ
з популяції Півдня України, ви-
явлена відсутність полімор-
фізму у локусах ERα, ERβ, PR,
Cx26, асоційованого з ризиком
РМЗ, що відповідає сучасним
даним літератури.

В обстежених хворих нами
виявлено відомий однонуклео-

Рис. 2. Електрофореграма продуктів апмліфікації ДНК локусу ERβ
Примітка. Цифрами позначено зразки ДНК різних хворих із РМЗ. Зразки

«н» — ДНК, виділена з нормальної тканини; «р» — ДНК із пухлини; «к» — ДНК
із крові.
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Рис. 1. Електрофореграма продуктів секвенуючої реакції промо-
торної ділянки гена ERαA

Примітка. Для полегшення порівняння зразки згруповані за реакціями
термінації одного типу (окремо за A, T, G, C). Порядок нанесення зразків кож-
ної групи однаковий: 1 — 33р, 2 — 35н, 3 — 35р, 4 — 37р, 5 — 20н, де н —
зразок ДНК із норми, р — із пухлини. Стрілками показано відсутність фрагмента
у зразку 35р (реакція Т) та його наявність у 35р (реакція С).
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тидний поліморфізм у промо-
торному регіоні ERαА, що має
певний зв’язок із розвитком РМЗ,
але лише у поєднанні з кілько-
ма SNP у цьому ж регіоні. Не-
обхідно провести подальші до-
слідження цієї закономірності
щодо захворювання на РМЗ у
жінок Півдня України.

Виявлена нами інсерція у
промоторному регіоні ERβ (не
була раніше описана в літера-
турі) має бути досліджена де-
тальніше на мікродисектованих
зразках, оскільки можлива її
асоціація з наявністю РМЗ.
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Найважливішу роль у виник-
ненні артеріальних і венозних
тромбозів, а також тромбоем-
болії відіграють набуті та гене-
тично зумовлені причини тром-
бофілії, до яких належать на-
бута й генетично детермінова-
на гіпергомоцистеїнемія (ГГЦ),
антифосфоліпідний синдром і
генетичні мутації факторів згор-
тання або генетично зумовлені
дефіцити інгібіторів згортання:
мутація фактора V Leiden, мута-
ція протромбіну, дефіцити AT III,
протеїнів С, S та ін. Ризик тром-
боемболічних ускладнень під
час вагітності за наявності в
анамнезі тромбофілії, підвищу-
ється в десятки разів.

Гіпергомоцистеїнемія стоїть
осторонь у цьому переліку. На
відміну від інших форм генетич-
ної тромбофілії, при ГГЦ немає
початкових порушень у системі

гемостазу, вони розвиваються
опосередковано, при розладі
ферментних систем, нагрома-
дженні гомоцистеїну в плазмі
крові, розвитку окиснювального
стресу тощо. При цьому ГГЦ є
незалежним фактором ризику
розвитку рецидивного венозно-
го тромбоемболізму (незалежно
від віку, статі, наявності мутації
фактора V Leiden, протромбіну
G20210A та ін.) [1; 5].

То що ж таке ГГЦ і яка її роль
у розвитку основних форм аку-
шерської патології?

Гомоцистеїн є сірковмісною
амінокислотою, обмін якої не-
розривно пов’язаний з обміном
незамінної кислоти метіоніну та
цистеїну в організмі. Гомоцис-
теїн бере активну участь в окис-
но-відновних реакціях і здатний
до автоокиснення. Поза кліти-
ною гомоцистеїн знаходиться

переважно в окисненій формі
(1 %) або у зв’язаному з білка-
ми стані (70 %).

У нормі концентрація гомоцис-
теїну в крові становить 12–
14 мкмоль/л. При підвищенні кон-
центрації гомоцистеїну слід ви-
діляти помірну (15–30 мкмоль/л),
середньої тяжкості (30–
100 мкмоль/л) та тяжку (більше
100 мкмоль/л) ГГЦ [4].

В ендотеліальних клітинах
ГГЦ стимулює утворення вільних
радикалів у ендотеліоцитах, що
призводить до зниження синтезу
простацикліну. Таким чином,
формується судинний компонент
тромбофілії. Гомоцистеїн у підви-
щених концентраціях здатний
спричинити склерозуючий, тром-
боутворювальний і атерогенний
вплив на кровоносні судини [2].

Обмін гомоцистеїну нерозрив-
но пов’язаний з метіоніновим
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