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Новітні методи і технології

У сучасній медицині трива-
ють радикальні зміни. Одна з
таких змін — перенесення ак-
центу з діагностики та лікуван-

ня захворювання на профі-
лактичну медицину. Генетична
діагностика — це порівняно
нова і дуже важлива галузь

досліджень у медицині. Неве-
ликі зміни в ДНК, відомі як оди-
ничні нуклеотидні поліморфізми
(SNP), можуть відігравати важ-
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Данная статья посвящена разработке условий генотипирования полиморфизмов в генах

TOX3, SLC4A7, MAP3K1 и FGFR2 методом пиросеквенирования и использования его для выяв-
ления предрасположенности к развитию спорадического рака молочной железы у женщин. В
результате проведенного исследования установлено повышение частоты встречаемости поли-
морфизма TT (Rs4973768) в гене SLC4А7 у больных раком молочной железы. Отношение шан-
сов риска развития рака молочной железы для этого гена составляет 1,89 (ДИ = 1,01–3,397;
р≤0,047), относительный риск 1,7 (р≤0,049). Отношение шансов для полиморфизма Rs3803662
составило 1,49, для Rs889312 — 1,59 и для Rs2981582 — 1,29. Предложенный метод анализа
полиморфизмов в генах TOX3, SLC4A7, MAP3K1 и FGFR2 с помощью технологий пиросеквени-
рования позволяет быстро проводить анализ аллельных вариантов полиморфизмов и может
быть использован при оценке риска развития спорадического рака молочной железы.
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Background. Search for markers of classification of patients with high or low risk of disease de-

velopment is the most important task of the molecular epidemiology. The prognostication of risk of
some illnesses can be fulfilled with the help of classical risks factors, such as index of body weight,
level of lipids, smoking, family history and genetic factors (polymorphism in genes BRCA1 and BRCA2
when talking about inherited breast carcinoma) etc. But these findings are not enough for the prog-
nostication of risk of sporadic breast cancer. Occurrence of research with full genomic analysis of
polymorphism on DNA microchips allowed to reveal more than 60 new polymorphisms, which can be
potential markers of breast cancer development. Some of such allelic variants revealed during this
research were polymorphisms in genes TOX3, SLC4A7, MAP3K1 and FGFR2.

Aim. This article is devoted to development of conditions of polymorphisms genotyping in genes
TOX3, SLC4А7, MAP3K1 and FGFR2 by the pyrosequencing method and using it for detection of
predisposition to sporadic breast cancer development in women.

Methods and results. As a result of conducted research there was revealed increase of polymor-
phism TT (Rs4973768) frequency in gene SLC4A7R2 in patients suffering from breast cancer. The
ratio of chances of the risk of breast cancer development for this gene comprises 1.89 (CI = 1.01–
3.397; p≤0.047), a relative risk 1.7 (p≤0.049). Ratio of chances for polymorphism Rs3803662 was
1.49, for Rs889312 — 1.59 and for Rs2981582 — 1.29.

Conclusions. The proposed method of analysis of polymorphisms in genes TOX3, SLC4A7,
MAP3K1 and FGFR2 with the help of pyrosequencing technologies allows to rapidly conduct analysis
of allelic variants of polymorphisms and can be used while estimating the risk of sporadic breast cancer.
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ливу роль у розвитку мульти-
факторних хвороб, а також
резистентності до ліків, в епі-
генетиці (наприклад, мутації, що
не кодують РНК) тощо. Сьо-
годні виявлено більше 60 полі-
морфізмів у різних генах, що
пов’язані з ризиком розвитку
раку молочної залози [1]. Ва-
лідовано 11 поліморфізмів, по-
в’язаних з ризиком розвитку
раку молочної залози, і один у
гені TOX3, пов’язаний з вижи-
ваністю хворих на рак молоч-
ної залози [2]. Скринінговий пов-
ногеномний аналіз полімор-
фізмів проводили за допомо-
гою технології ДНК-мікрочипів
(GWAS-повногеномні дослі-
дження асоціацій) [3; 4] або за
допомогою нової технології сек-
венування — next generation
sequencing. З бази даних GWAS
були відібрані чотири полімор-
фізми в чотирьох генах TOX3,
SLC4A7, MAP3K1 та FGFR2, які
в наших дослідженнях показа-
ли зміну експресії при аденока-
рциномі молочної залози [5].
Три гени — SLC4A7, MAP3K1
та FGFR2 — показали підви-
щення експресії при наявності
естроген-позитивного раку мо-
лочної залози, а експресія гена
TOX3 була підвищена у разі
естроген-негативного раку мо-
лочної залози. Валідацію отри-
маних даних у різних дослі-
дженнях проводили за допомо-
гою технологій TagMan Real-
time PCR, плавлення високого
розділення (HRMA — High re-
solution melt analysis) та ін. [7].
Вивчення зв’язку поліморфіз-
мів, виявлених у повногеном-
них дослідженнях, з ризиком
розвитку раку молочної зало-
зи можна проводити також за
допомогою технології піросек-
венування. У даній роботі за-
пропоновано аналіз полімор-
фізмів у генах TOX3, SLC4A7,
MAP3K1 та FGFR2 методом
піросеквенування і проведено
генотипування цих полімор-

фізмів у хворих на рак молоч-
ної залози.

Мета дослідження поляга-
ла у такому:

1) розробка методу аналізу
поліморфізмів у генах TOX3,
SLC4A7, MAP3K1 й FGFR2 за
допомогою технології піросек-
венування;

2) вивчення внеску цих полі-
морфізмів у ризик розвитку спо-
радичного раку молочної залози.

Матеріали та методи
дослідження

Взяття крові проводили у
пацієнток, хворих на рак молоч-
ної залози, та у здорових жі-
нок. Вік жінок, відібраних для
аналізу, становив 40–52 роки.
Загалом були проаналізовані
102 проби крові, взяті у хворих
на аденокарциному молочної
залози, і 89 проб від здорових
жінок, у яких не було захворю-
вань молочної залози. Виділя-
ли ДНК з крові за допомогою
наборів GeneJET™ PCR Purifi-
cation Kit згідно з протоколом
(Fermentas). Виділену ДНК збе-
рігали при температурі -20 °С.
За допомогою PSQ Assay De-
sign software здійснювався ди-
зайн праймерів для аналізу
поліморфізму. Праймери синте-
зовані фірмою Metabion Inter-

national AG (Німеччина). З ме-
тою уніфікації ампліфікації спе-
цифічних ділянок ДНК різних ге-
нів її проводили методом Touch-
Down ПЛР з HotStartTag DNA
Polymerase з використанням на-
бору HotStarTaq Plus Master Mix
(Qiagen) та 10 пкмоль специфіч-
них праймерів для аналізованих
SNP досліджуваних генів: 95 °С
15 хв; 7 циклів — 95 °С 35 с,
62 °С 35 с зі зниженням темпе-
ратури на 1,0 °С на цикл, 72 °С
45 с; 35 циклів — 95 °С 30 с;
55 °С 30 с, 72 °С 45 с; 72 °С
10 хв на термоциклері MJR.

Аналіз SNP був проведений
методом піросеквенування з ви-
користанням набору PyroMark-
Gold Q96 Reagents фірми Qiagen
та 0,3 мМ специфічних секве-
нуючих праймерів до досліджу-
ваних SNP згідно з методикою
піросеквенування (Qiagen). Ана-
ліз поліморфізму проводили на
приладі PyroMark Q96 MA. Ста-
тистичний аналіз даних здійсню-
вали за допомогою програми
MedCalc software (табл. 1).

Результати дослідження
та їх обговорення

Для аналізу поліморфізму в
генах, пов’язаних зі схильністю
до раку молочної залози, були
взяті SNP з бази даних щодо

Таблиця 1
Праймери для ампліфікації та секвенування

      SNP                                  Праймери

TOX3 F1. CTCCTTAATGCCTCTATAGCTGTC
Rs3803662 R1. Біотин-GGGGTCAGTCCACAGTTTTATT-

SEQUENCING S1 TTAATGCCTCTATAGCTGTC
Sequence to analyze [С/T]CTT

FGFR2 F1. ACGGCAGATCCCAGCACT
Rs2981528 R1. Біотин-TGCGGGTTCCTAAAGCCAG

SEQUENCING S1 GCCACTTAATGAACCTGT
Sequence to analyze TTG[C/T]

MAP3K1 F1 ACACAAGTCAGGCCCCATT
Rs889312 R1 TTTATGGGAAGGAGTCGTTGAG

Sequencing Primer TAGTCTCTTAATTTGCACAT
Sequence to analyze [A/G]ATG

SLC4A7 F1 CACTGTCTCTCAATGAATGCTATC
Rs4973768 R1 CTGGTTTCTGCTTTCTTTTGACTA

Sequencing Primer CTGGTTTCTGCTTTCTTTTGACTA
Sequence to analyze AAT[C/T]
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повногеномного аналізу SNP на
мікрочипах (GWAS, www.gwas-
central/org). Були відібрані
4 SNP, найбільш тісно пов’язані
з ризиком розвитку раку молоч-
ної залози за даними GWAS.
Відібрані SNP локалізувалися в
інтронній або кодуючій ділянках
генів. На рис. 1 показано дизайн
секвенування відібраних полі-
морфізмів: стрілками вказано
напрямок секвенування; літери,
виділені закресленням, означа-
ють SNP, підкресленням — спе-
цифічні регіони для секвенуван-
ня; положення секвенуючого
праймера і сам праймер позна-
чені великими літерами.

Для генів МАР3K1 і TOX3
досліджувані поліморфізми M
(A/C) і Y(C/T) відповідно знахо-
дяться на старті секвенування,
а для гена FGFR2 — через
4 нуклеотиди. Положення сек-
венуючих праймерів і старт
секвенування для цих генів по-
чинається з 5’ кінця ДНК. Та-
ким чином, для гена TOX3 по-
слідовність при секвенуванні
читатиметься як С/TCTT, для
гена МАР3K1 — A/CATG. Для
гена SLC4A7  секвенуючий
праймер знаходиться на ком-
плементарному ланцюзі, тому
секвенування буде починатися
з 3’ кінця амплікона та компле-
ментарно першого ланцюга
ДНК. Поліморфізм при цьому
читатиметься не як Y (C/T), а
як R (А/G). Послідовність при
секвенуванні читатиметься як
TTA A/G.

Оскільки внесок гетерозигот-
них варіантів поліморфізмів у
схильність до раку молочної
залози у разі спонтанного раку
дуже низький, у даній статті
цей варіант поліморфізму не
враховувався. На рис. 2 показа-
не піросеквенування Rs4973768
(SLC4A7): на рис. 2, а — гомо-
зиготний поліморфізм G/G; на
рис. 2, б — гомозиготний полі-
морфізм А/А. Подвійний сиг-
нал у положенні Т свідчить про

вбудовування двох нуклеоти-
дів Т. Подвійний сигнал (див.
рис. 2, а) у положенні G свід-
чить про те, що є гомозиготний
поліморфізм G і наступний G
нуклеотид у цьому ж ланцюгу.
На рис. 2, б видно подвійний
сигнал у положенні А, тобто
цей зразок несе гомозиготний
поліморфізм А/А (або алель А)
і наступний нуклеотид А у цьо-
му ж ланцюгу. На рис. 3 пока-
зано генотипування полімор-

фізму Rs2981528 у гені FGFR2:
на рис. 3, а є гомозиготний по-
ліморфізм С/С (відсутній нук-
леотид Т), а на рис. 3, б — го-
мозиготний поліморфізм Т/Т.
Пірограма для поліморфізму
Rs889312 (ген MAP3K1) пока-
зана на рис. 4. Даний SNP має
алелі А/С: на рис. 4, а пока-
зано гомозиготний алель С, а
на рис. 4, б — гомозиготний
алель А. Для алеля А величи-
на екстинкції удвічі більша за

Рис. 2. Генотипування поліморфізму Rs4973768 (SLC4A7) (а, б)

TTАA/AG (A)
генотип (алель)

б

75

50

25

0

E S T A G

200

150

100

50

0

E S G T A G

TAG/GG (G)
генотип (алель)

а

Rs3803662 (TOX3)

TTAATGCCTCTATAGCTGTC
TCCTTAATG CCTCTATAGCTGTCYCTTAG CGAAGAAT

Rs 2981528 (FGFR2)

GCCACTTA ATGAACCTGT
GCCACTTA ATGAACCTGT TTGYGGAGAG

Rs889312 (MAP3K1)

CCCTGCTG GAGAAAGG
TCTCTGAGAT GCCCCTGCTG GAGAAAGGMA TGTGCAAATT

Rs4973768 (SLC4A7)

AGCAGTTAAT TACYTAAACA TGAGTTACCT TTGCTC
TGT ACTCAATGGA AACGAG

Рис. 1. Дизайн секвенування відібраних поліморфізмів
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інші піки, що пов’язано з тан-
демним повтором АА в аналі-
зованій послідовності цього
гена. Пірограма поліморфізму
С/Т Rs3803662 (TOX3) показа-
на на рис. 5: гомозиготний по-
ліморфізм СС наведено на
рис. 5, а, а гомозиготний полі-
морфізм ТТ — на рис. 5, б.
Спостерігається відсутність
включення нуклеотиду Т і по-
двійне включення нуклеотиду
С при піросеквенуванні, що

показує наявність С-алеля,
тимчасом як на рис. 5, б поміт-
но включення нуклеотиду Т у
процесі синтезу ланцюга ДНК
і наявність гомозиготного полі-
морфізму Т.

Результати, отримані при
генотипуванні обраних полі-
морфізмів Rs12443621 (TOX3),
Rs4973768 (SLC4A7), Rs2981528
(FGFR2) та Rs889312 (MAP3K1) у
хворих на рак молочної зало-
зи, порівняно зі здоровими жін-
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Рис 3. Генотипування поліморфізму Rs2981528 (FGFR2) (а, б)
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ками, подано у табл. 2. Як
видно з табл. 2, Т-алель гена
SLC4A7 вірогідно частіше (від-
ношення шансів = 1,89; ДІ =
= 1,01–3,971; р≤0,047) вияв-
ляється у жінок з аденокарци-
номою молочної залози, ніж у
здорових жінок. Відносний ри-
зик Т-алеля Rs4973768 стано-
вить 1,7 з вірогідністю р≤0,049.
Для Т-алеля гена TOX3 від-
носний ризик сягав 1,4, відно-
шення шансів — 1,49 (0,7–
3,061; р≤0,23). Генотип ризику
ТТ гена FGFR2 в 1,29 разу
частіше трапляється у жінок,
хворих на рак молочної залози,
порівняно з контрольною гру-
пою. І останній «мутантний»
генотип — СС гена MAP3K1
(Rs889312) — також частіше
виявляється у хворих на рак
молочної залози (в 1,59 разу,
0,749–3,412; р≥0,26), при цьо-
му відносний ризик цього гено-
типу становив 1,5. Таким чи-
ном, Т-алель гена SLC4A7 ві-
рогідно частіше трапляється у
хворих на рак молочної зало-
зи, причому ці зміни мають ві-
рогідний характер, відношення
шансів решти досліджуваних
поліморфізмів були невірогід-
ними. Ген SLC4A7 відповідає
за підтримку внутрішньоклітин-
ного рН. Припускається, що
даний поліморфізм може впли-
вати на транскрипційну актив-
ність гена SLC4A7 [6]. Сьогодні
значення цього гена у розвит-
ку раку молочної залози не ви-
вчене. Ген ТOX3 — транскрип-
ційний коактиватор Р300/CBP
транскрипційного комплексу —
пригнічує апоптоз, стимулює
транскрипцію естроген-респон-
сивних промоторів і гена BCL2.
Ген FGFR2 — рецептор фак-
тора росту фібробластів —
відіграє важливу роль у регу-
ляції клітинної проліферації,
диференціюванні, міграції та
апоптозу, а також у регуляції
ембріонального розвитку. Ген
MAP3K1, мітоген-активована

A/AATG (А)
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б
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Рис. 4. Генотипування поліморфізму Rs889312 (MAP3K1) (а, б)
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протеїнкіназа є частиною сиг-
нальних каскадів, включаю-
чи ERK, JNK і NFk сигнальні
шляхи. Однонуклеотидні по-
ліморфізми, які несуть ці ге-
ни, можуть змінювати їхню
функцію і тим самим бути од-
ним із факторів, що сприяє
неопластичній трансформації
клітин.

Висновки

1. Вперше запропонова-
ний метод аналізу полімор-
фізмів у генах TOX3, SLC4A7,
MAP3K1 та FGFR2 за допо-
могою технології піросекве-
нування дозволяє швидко та

вірогідно визначати наявність
алельних варіантів полімор-
фізмів Rs12443621, Rs4973768,
Rs2981528 і Rs889312.

2. У результаті досліджен-
ня встановлено підвищення
частоти зустрічальності полі-
морфізму ТТ (Rs4973768) у
гені SLC4A7 у хворих на рак
молочної залози. Відношення
шансів ризику розвитку раку
для цього гена становить 1,89
(ДІ = 1,01–3,971; р≤0,047; від-
носний ризик — 1,7; р≤0,049.

3. Відношення шансів для
поліморфізму Rs3803662 ста-
новило 1,49, для Rs889312 —
1,59 та для Rs2981582 — 1,29.

4. Генотипування полімор-
фізму Rs12443621 (TOX3) ,
Rs4973768 (SLC4A7), Rs2981528
(FGFR2) та Rs889312 (MAP3K1)
методом піросеквенування до-
цільно використовувати при
оцінюванні ризику розвитку
спорадичного раку молочної
залози в комплексі з іншими
відомими поліморфізмами у
популяційному дослідженні.
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Таблиця 2
Результати

піросеквенування поліморфізмів
генів TOX3, SLC4A7, MAP3K1 та FGFR2

Мутант- Відно- Віднос-
      SNP Ген ний шення ДІ (95 %) p ний
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р≤0,049

Rs2981582 FGFR2 TT 1,29 0,93–2,912 ≤0,11 1,2
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