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FIELD: medicine.
SUBSTANCE: invention may be used for human

genotype determination by 4343 gene BRCA1
(rsl799950) position polymorphism The method
consists in using allele-specific primers with real-
time PCR values recording with using fluorescence
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due to the use of standard equipment and only one
marked probe.

2 dwg

Ñòð.:  2

en

R
U

2
4
4
5
3
7
3

C
1

1
C

3
7

3
5

4
4

2
U

R

http://www.fips.ru/cdfi/fips.dll/en?ty=29&docid=2445373


RU 2 445 373 C1

1. Область техники.
Предложенный способ относится к области медицины, биологии и биотехнологии и

может быть использован при определении генотипа человека по полиморфизму в
позиции 4343 гена BRCA1 (rs1799950) с отнесением исследуемого образца к
гетерозиготе или гомозиготе по одному из аллельных вариантов.

Рак молочной железы (РМЖ) является наиболее распространенным
онкологическим заболеванием у женщин: он поражает как минимум каждую десятую
жительницу развитых стран и занимает лидирующие позиции по смертности
вследствие несовершенства ранней диагностики. Индивидуальный риск РМЖ
зачастую ассоциирован с отягощенной наследственностью, т.е. онкологическими
мутациями, связанными с риском развития РМЖ. Говоря о выявлении лиц,
относящихся к группе риска по развитию РМЖ, необходимо учитывать
идентифицированные и охарактеризованные к настоящему времени гены - маркеры,
мутации в которых приводят к развитию рака молочной железы и рака яичника.
Одним из таких генов является ген BRCA1.

2. Уровень техники.
Из литературных данных известно, что у жительниц России примерно 20% РМЖ,

возникших в молодом возрасте (до 40-50 лет) на фоне неблагоприятной
наследственности, объясняются мутациями в гене BRCA1. Для ряда мутаций
гена BRCA1 показана устойчивая ассоциация с возрастанием риска развития РМЖ на
протяжении жизни на 50-80%. Одной из таких мутаций является полиморфизм в
позиции 4343 гена BRCA1 (rs1799950).

Широко распространен способ определения типа нуклеотида, находящегося в
определенном месте ДНК, основанный на использовании аллель-специфичных
праймеров с регистрацией результатов ПЦР по окончании реакции с помощью
электрофореза.

Известны различные способы, позволяющие определить тип нуклеотида,
находящегося в определенном месте ДНК, основанные на использовании аллель-
специфичных праймеров с регистрацией результатов ПЦР непосредственно в ходе
реакции с помощью использования флуоресцентно-меченных проб
(олигонуклеотидов) (Andreas R. Tobler at all, "THE SNPlex Genotiping System: A Flexible
and Scalable Platform for SNP Genotyping", Journal of Biomolecular Techniques, V. 16, issue 4,
December 2005).

При использовании ПЦР с регистрацией результатов в ходе реакции известны
различные способы определения генотипа исследуемого образца.

Например, в наборах производства Applied Biosystems используют одну пару
праймеров для каждого аллеля и два зонда с различными флуоресцентными метками,
в зависимости от генотипа аллеля фиксируют разгорание различных меток ("TaqMan
SNP Genotyping Assays", Applied Biosistems, Prodakt Bulletin, USA, 06/2006). Недостатком
способа, используемого в данных наборах, является его высокая стоимость.

Предлагаемое изобретение делает более доступным и удешевляет подобные
исследования, благодаря использованию стандартного оборудования и применению
только одного меченого зонда.

3. Раскрытие изобретения.
Техническим результатом, на достижение которого направлено предлагаемое

изобретение, является повышение доступности подобных исследований, поскольку
способ может быть осуществлен на стандартном известном оборудовании. Также он
обеспечивает возможность применения лишь одного меченого зонда, что снижает
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затраты на исследование.
Указанный результат достигается путем использования при постановке ПЦР

аллель-специфичных праймеров на участок с искомой заменой, отличающихся для
каждого аллеля, и общих для двух аллелей праймера и зонда следующего
нуклеотидного состава:

Праймер (нуклеотид А)
BRCA1-43431 5'-CTCTGAGCATGGCAGTTTCT-3'
Праймер (нуклеотид G)
BRCA1-43432 5'-CTCTGAGCATGGCAGTTTCC-3'
Общий праймер
BRCA1-43433 5'-GTAGAAAAGGCTGAATTCT-3'
Общий зонд
BRCA1-4343t (BHQ1)-5'-GATAGGCGGAC(FdT)CCCAGCACAG-3'-Р
где BHQ1 означает присоединенный к 5'-концевому нуклеотиду темновой гаситель

флуоресценции, а FdT - флуоресцентный краситель FAM, присоединенный к
нуклеотиду Т.

Дополнительно в реакционную смесь включают следующие стандартные
компоненты:

- смесь дезоксирибонуклеотидтрифосфатов четырех типов;
- реакционный буфер (100 мМ Tris-HCl (pH 8.8 при 25°С), 500 мМ КС1, 0.8% Р40, 20

мМ MgCl2);
- бидистиллированная вода;
- Taq-полимераза;
- минеральное масло;
- парафин.
На чертеже (фиг.1) показан пример графиков накопления ДНК, полученных для

аллель-специфичных реакций с использованием детектирующего амплификатора. Ось
координат «х» - это уровень флуоресценции, «y» - номер цикла. График А - результат
исследования гомозиготного образца (кривые изображены в линейном масштабе).
График Б - результат исследования гетерозиготного образца (кривые изображены в
линейном масштабе).

ПЦР проводят в отдельных пробирках для каждого варианта аллеля. Для того
чтобы отличить два аллеля, используют праймер на участок с исходной заменой,
отличающийся для каждого аллеля, и общий для двух аллелей праймер.

В результате указанного выбора праймеров и зонда можно судить о генотипе
исследуемого образца по форме и расположению кривых накопления ДНК.

4. Осуществление изобретения.
В качестве материала для исследования рекомендуется использовать кровь,

соскобы буккального эпителия, биоптаты мягких тканей человека. Выделение ДНК из
биоматериала производится с использованием комплекта реагентов для выделения
ДНК (не является предметом данного патента).

В данную реакционную смесь добавляют образец ДНК и проводят ПЦР в режиме
реального времени, регистрацию сигнала осуществляют с помощью детектирующего
амплификатора.

Генотип (аллельный состав) исследуемого образца определяют после окончания
программы амплификации по соотношению пороговых циклов для каждого из
продуктов ПЦР (пороговый цикл - номер температурного цикла ПЦР, на котором
детектирующий амплификатор зарегистрировал появление специфичного сигнала для

Ñòð.:  4

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 445 373 C1

данного типа продукта реакции) следующим образом:
1. Определяют среднее значение порогового цикла (Ct) для ПЦР-дублей.
2. Определяют разницу между Ct (ΔCt) для двух аллелей.
Для исследуемого образца возможны следующие варианты относительного

расположения кинетических кривых:
A) ΔCt между кинетическими кривыми, описывающими две реакции, находится в

диапазоне от 4 циклов и выше. Такой образец следует интерпретировать как
гомозиготный по исследуемому полиморфизму. Генотип в этом случае соответствует
аллелю с меньшим Ct.

Б) ΔCt между кинетическими кривыми, описывающими две реакции, находится в
диапазоне от 0 до 2 циклов. Такой образец следует интерпретировать как
гетерозиготный по исследуемому полиморфизму.

Для применения данного способа в промышленном масштабе компоненты
реакционной смеси возможно выпускать в наборе, готовом для применения:

- пробирки со смесью для амплификации, запечатанной парафином, включающие
реакционный буфер, дезоксирибонуклеотидтрифосфаты, праймеры, флуоресцентные
зонды;

- пробирки с раствором Taq-полимеразы;
- пробирки с минеральным маслом.
При использовании данного набора в пробирки со смесью для амплификации

добавляют раствор Taq-полимеразы, минеральное масло и подготовленный образец
ДНК.

Формула изобретения
Способ определения генотипа человека по полиморфизму в позиции 4343

гена BRCA1 (rs1799950), основанный на использовании аллель-специфичных
праймеров с регистрацией результатов ПЦР в реальном времени, характеризующийся
тем, что используются праймеры, отличающиеся для каждого аллеля, общий для двух
аллелей праймер и общий флуоресцентный зонд следующего нуклеотидного состава: 

Праймер (нуклеотид А) 
BRCA1-43431 5'-CTCTGAGCATGGCAGTTTCT-3' 
Праймер (нуклеотид G) 
BRCA1-434325'-CTCTGAGCATGGCAGTTTCC-3' 
Общий праймер 
BRCA1-43433 5'-GTAGAAAAGGCTGAATTCT-3' 
Общий зонд 
BRCA1-4343t(BHQ1)-5'-GATAGGCGGAC(FdT)CCCAGCACAG-3'-P, 
где BHQ1 означает присоединенный к 5'-концевому нуклеотиду темновой гаситель

флуоресценции, a FdT - флуоресцентный краситель FAM, присоединенный к
нуклеотиду Т, 

и после проведения ПЦР с использованием указанных праймеров определяется
среднее значение порогового цикла (Ct) для ПЦР-дублей и фиксируется разница
между Ct (ΔCt) для двух аллелей, и если ΔCt между кинетическими кривыми,
описывающими две реакции, находится в диапазоне от 0 до 2 циклов, такой образец
следует интерпретировать как гетерозиготный по исследуемому полиморфизму, а если
ΔCt между кинетическими кривыми, описывающими две реакции, находится в
диапазоне от 4 циклов и выше, то такой образец следует интерпретировать как
гомозиготный по исследуемому полиморфизму, а генотип в этом случае соответствует
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аллелю с меньшим Ct.
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