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(57) Изобретение касается определенных генетических вариантов на Chr5p12 и Chr10q26 в качестве
вариантов предрасположенности к раку молочной железы. Описываются способы управления
течением заболевания, включающие диагностирование повышенной и/или пониженной
предрасположенности к раку молочной железы, способы прогнозирования ответа на лечение и
способы определения прогноза с применением таких вариантов. Изобретение также относится к
наборам, применимым в способах по изобретению.
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Область техники 

Рак молочной железы представляет собой наиболее распространенную форму рака, которым стра-

дают женщины во всем мире. В настоящее время общая заболеваемость составляет более 1151000 новых 

случаев ежегодно [Parkin, et al. (2005), СА Cancer J. Clin, 55, 74-108]. Заболеваемость раком молочной 

железы является наиболее высокой в развитых странах, особенно среди населения, имеющего этническое 

происхождение из северной Европы, и неуклонно повышается. В Соединенных Штатах ежегодная забо-

леваемость, стандартизованная по возрасту, составляет приблизительно 125 случаев на 100000 населе-

ния, что более чем в три раза превышает среднее мировое значение. Показатели в странах северной Ев-

ропы являются столь же высокими. По оценкам 2008 года в США ожидается ежегодное выявление 

184450 новых случаев инвазивного рака молочной железы и гибель от заболевания 40930 человек [Jemal, 

et al. (2008), СА Cancer J. Clin, 58, 71-96]. К этим цифрам необходимо добавить дополнительно 67770 

диагностированных случаев протоковой и дольковой карциномы in situ, ожидаемых в 2008 г. В индиви-

дуальной перспективе вероятность развития рака молочной железы составляет 12,3% у женщин в США 

(т.е. у 1 из 8 женщин в течение жизни разовьется рак молочной железы). Как при большинстве форм ра-

ка, важными факторами являются ранняя диагностика и соответствующее лечение. В общем, вероят-

ность прожить следующие 5 лет при раке молочной железы составляет 89%. Однако у лиц, имеющих 

местную инвазию или заболевание с метастазами, этот показатель снижается до 84 и 27% соответственно 

[Jemal, et al. (2008), СА Cancer J. Clin, 58, 71-96]. 

Все большее и большее значение придается выявлению индивидов, имеющих высокий риск пер-

вичного или рецидивирующего рака молочной железы. Таким индивидам может проводиться более ин-

тенсивный скрининг, превентивная химиотерапия, гормональная терапия и в случае чрезвычайно высо-

кого риска - превентивное оперативное вмешательство. Программы массового скрининга ложатся ог-

ромным экономическим бременем на систему здравоохранения, тогда как превентивная терапия ассо-

циирована с риском и снижением качества жизни. 

Генетическая предрасположенность к раку молочной железы. 

Две основные группы известных факторов риска рака молочной железы - эндокринные и генетиче-

ские факторы. Что касается последних, приблизительно 12% пациентов с раком молочной железы имеют 

одного или более родственников первой степени с раком молочной железы [(2001), Lancet, 358, 1389-99]. 

Хорошо известные доминантные гены, предрасполагающие к раку молочной железы, BRCA1 и BRCA2 

обусловливают значительно повышенный риск рака молочной железы у носителей, с оценками пенет-

рантности на протяжении всей жизни, варьирующими от 40 до 80%. Наличие мутаций BRCA1 и BRCA2 

обнаруживается у большинства семей с 6 или более случаями рака молочной железы и в большой части 

семей, в которых встречается рак молочной железы и яичников или рак молочной железы у мужчин. Од-

нако такие семьи в действительности встречаются очень редко. Мутации BRCA1 и BRCA2 обнаружива-

ются гораздо реже в семьях с меньшим количеством случаев рака или в семьях, где встречается только 

рак молочной железы. В общей сложности мутации BRCA1 и BRCA2 отвечают за 15-20% риска семей-

ного рака молочной железы. Если было бы возможно детектировать все часто встречающиеся мутации 

BRCA в популяциях, не имеющих "эффекта основателя", можно было бы ожидать обнаружение мутации 

у 2-3% пациентов с раком молочной железы [Gorski, et al. (2005), Breast Cancer Res Treat, 92, 19-24; 

(2000), Br J. Cancer, 83, 1301-8]. Такая низкая вероятность обнаружения мутации препятствует грамотно-

му проведению тестирования на наличие мутации BRCA в семьях, не имеющих явной генетической 

предрасположенности [Anon (2003), J. Clin Oncol, 21, 2397-406]. Известно, что редкие мутации с высокой 

пенетрантностью возникают в генах ТР53 и PTEN, однако, вместе они отвечают менее чем за 5% всего 

наследственно-обусловленного риска рака молочной железы [Easton (1999), Breast Cancer Res, 1, 14-7]. В 

исследованиях по сцеплению не удалось выявить другие широко распространенные мутации, обусловли-

вающие риск рака молочной железы [Smith, et al. (2006), Genes Chromosomes Cancer, 45, 646-55]. 

Проведенные недавно эпидемиологические исследования указали на то, что большинство случаев 

рака молочной железы возникает среди предрасположенного или подверженного к нему меньшинства 

населения [Antoniou, et al. (2002), Br J. Cancer, 86, 76-83; Pharoah, et al. (2002), Nat Genet, 31, 33-6]. Дан-

ные исследований на близнецах и наблюдение постоянной высокой заболеваемости контралатеральным 

раком молочной железы пациентов, выживших после первичного рака молочной железы, указывают на 

то, что значительная часть неохарактеризованного риска рака молочной железы относится к эндогенным 

факторам, вероятнее всего, генетическим [Lichtenstein, et al. (2000), N Engl J. Med, 343, 78-85; Peto and 

Mack (2000), Nat Genet, 26, 411-4]. Сведения о генетических факторах, лежащих в основе этого широко 

распространенного риска, очень ограничены. Сегрегационный анализ позволяет предположить, что не-

охарактеризованный генетический риск рака молочной железы вероятнее всего имеет полигенную при-

роду, а связанные с риском аллели обусловливают степень риска от низкой до средней и могут взаимо-

действовать между собой и гормональными факторами риска. Тем не менее, данные исследования про-

гнозируют почти 40-кратное различие в относительных рисках между верхним и нижним квинтилем в 

распределении, которое можно выявить при генетическом профилировании, охватывающем подобные 

аллели, связанные с низким и умеренным риском [Antoniou, et al. (2002), Br J. Cancer, 86, 76-83; Pharoah, 

et al. (2002), Nat Genet, 31, 33-6]. Предполагается, что 88% всех случаев рака молочной железы возника-
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ют среди 50% населения, имеющего предрасположенность, а на долю 12% населения, имеющего наибо-

лее высокий риск, приходится 50% всех случаев рака молочной железы [Pharoah, et al. (2002), Nat Genet, 

31, 33-6; Pharoah (2003), Recent Results Cancer Res, 163, 7-18; discussion 264-6]. Особое внимание, таким 

образом, сосредоточено на выявлении таких индивидов, имеющих генетическую предрасположенность, 

и разработку для них стратегий индивидуального лечения. 

Нами и другими исследователями было показано, что существует значительный наследственный 

риск рака молочной железы в Исландии, который распространяется, по меньшей мере, на родственников 

5 степени [Amundadottir, et al. (2004), PLoS Med, 1, e65; Tulinius, et al. (2002), J. Med Genet, 39, 457-62]. 

Предполагалось, что вклад мутаций BRCA1 в наследственный риск в Исландии минимален [Arason, et al. 

(1998), J. Med Genet, 35, 446-9; Bergthorsson, et al. (1998), Hum Mutat, Suppl 1, S195-7]. Единственная му-

тация, связанная с эффектом основателя в гене BRCA2 (999del5), присутствует в общей исландской по-

пуляции с частотой носительства 0,6-0,8% и среди женщин с раком молочной железы с частотой 7,7-

8,6% [Thorlacius, et al. (1997), Am J. Hum Genet, 60, 1079-84; Gudmundsson, et al. (1996), Am J. Hum Genet, 

58, 749-56]. Считается, что эта единственная мутация отвечает приблизительно за 40% наследуемого 

риска рака молочной железы у родственников первой-третьей степени [Tulinius, et al. (2002), J. Med 

Genet, 39, 457-62]. Несмотря на то что данная оценка выше, чем уровень наследственного риска, припи-

сываемого всем мутациям BRCA 1 и 2 в сочетании в популяциях, не имеющих "эффекта основателя", 

остается еще 60% наследственного риска рака молочной железы в Исландии, которое требуется объяс-

нить. Родственники первой степени пациентов, у которых результаты тестов на наличие BRCA2 999del5 

отрицательны, имеют риск рака молочной железы в 1,72 раза выше популяционного риска (95% CI 1,49-

1,96) [Tulinius, et al. (2002), J. Med Genet, 39, 457-62]. 

Генетический риск обусловливается небольшими различиями в генах индивидов в популяции. Чаще 

всего различия в генах между индивидами обусловлены однонуклеотидными полиморфизмами (ОНП), 

хотя и другие вариации также имеют важное значение. В человеческом геноме ОНП располагаются в 

среднем в каждой 1000 пар оснований. Соответственно, обычный человеческий ген, содержащий 250000 

пар оснований, может содержать 250 различных ОНП. Только небольшая часть ОНП располагается в 

экзонах и приводит к изменению аминокислотной последовательности белка, кодируемого геном. Боль-

шинство ОНП оказывают небольшое влияние или не оказывают влияния на функцию генов, в то время 

как некоторые могут изменять транскрипцию, сплайсинг, трансляцию или стабильность кодируемой ге-

ном мРНК. Кроме того, генетический полиморфизм в человеческом геноме бывает связан с инсерциями, 

делециями, транслокациями или инверсиями либо коротких, либо длинных участков ДНК. Генетические 

полиморфизмы, обусловливающие риск заболеваний, таким образом, могут напрямую изменять амино-

кислотную последовательность белков, могут приводить к повышению количества белка, кодируемого 

геном, или могут вызывать уменьшение количества белка, кодируемого геном. 

Поскольку генетические полиморфизмы, обусловливающие риск заболеваний, раскрыты, для кли-

нической медицины становится важным генетическое тестирование на наличие подобных факторов рис-

ка. Свежими примерами являются тестирование аполипопротеина Е для идентификации носительства 

полиморфизма гена апоЕ4 среди пациентов с деменцией для дифференциальной диагностики болезни 

Альцгеймера и тестирование на фактор V Лейден для выяснения предрасположенности к тромбозу глу-

боких вен. Более того, при лечении рака определение генетических вариантов опухолевых клеток ис-

пользуется для выбора наиболее подходящего режима лечения для отдельных пациентов. При раке мо-

лочной железы генетическая вариация в экспрессии эстрогеновых рецепторов или экспрессии тирозин 

киназы рецептора херегулина 2 типа определяет, будут ли включены в план лечения антиэстрогеновые 

препараты (тамоксифен) или антитела anti-Her2 (герцептин). При хроническом миелоидном лейкозе 

(ХМЛ) обнаружение Филадельфийской хромосомы, появляющейся вследствие генетической транслока-

ции, приводящей к объединению генов, кодирующих тирозиновые киназы Bcr и Abl, указывает на то, что 

в лечении рака должен использоваться препарат Гливек (Gleevec, STI571), специфический ингибитор 

киназ Bcr-Abl. У пациентов с ХМЛ, имеющих подобное генетическое нарушение, ингибирование киназ 

Bcr-Abl приводит к быстрой элиминации опухолевых клеток и ремиссии лейкоза. 

Сведения о том, какие генетические факторы отвечают за резидуальный генетический риск рака 

молочной железы, очень ограничены. Были получены точные подтверждения, что варианты двух генов, 

CHEK2 и ATM, являются генами риска рака молочной железы с низкой пенетрантностью [Renwick, et al. 

(2006), Nat Genet, 38, 873-5; (2004), Am J. Hum Genet, 74, 1175-82]. Кроме того, в одном из последних 

сообщений установлена связь между вариантами на хромосомах 2q35 и 16q12 и повышенным риском 

рака молочной железы, позитивного по эстрогеновым рецепторам (Simon, S.N. et al. Nat Genet 39:865-9 

(2007)). Изучалась роль многих других генов, однако их вклад в риск рака молочной железы не был под-

твержден в анализе с использованием очень больших выборок [Breast Cancer Association (2006), J. Natl 

Cancer Inst, 98, 1382-96]. 

В настоящее время не существует универсального способа, позволяющего проводить успешную 

профилактику или лечение рака молочной железы. Ведение больных с раком молочной железы в на-

стоящее время основано на сочетании первичной профилактики, ранней диагностики, соответствующего 

лечения и вторичной профилактики. Существуют четкие клинические показания для включения генети-
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ческого тестирования по всем перечисленным направлениям. Выявление генов, предрасполагающих к 

развитию рака, может также обнаружить ключевые молекулярные механизмы, которыми можно управ-

лять (например, с применением препаратов с низким или высоким молекулярным весом) и может обес-

печить более эффективное лечение. 

Сущность изобретения 

Данное изобретение касается способов оценки предрасположенности к раку молочной железы. 

Изобретение включает способы диагностирования повышенной предрасположенности к раку молочной 

железы, а также способов диагностирования пониженной предрасположенности к раку молочной железы 

или диагностирования устойчивости к раку молочной железы посредством оценки определенных марке-

ров или гаплотипов, для которых обнаружена ассоциация с повышенной или пониженной предрасполо-

женностью к раку молочной железы. Изобретение также касается способов оценки прогноза у индивидов 

с диагностированным раком молочной железы, способов оценки возможности ответа на терапевтический 

агент, используемый при раке молочной железы, или способ лечения рака молочной железы, а также 

способов мониторинга за ходом лечения индивида с диагностированным раком молочной железы. 

В одном аспекте данное изобретение касается способа диагностирования предрасположенности к 

раку молочной железы у человеческого индивида, способ включает определение наличия или отсутствия 

по меньшей мере одного аллеля по меньшей мере одного полиморфного маркера на хромосоме 5р12 или 

на хромосоме 10q26 в образце нуклеиновой кислоты, взятом у индивида, где наличие по меньшей мере 

одного аллеля указывает на предрасположенность к раку молочной железы. Изобретение также касается 

способа определения предрасположенности к раку молочной железы посредством определения наличия 

или отсутствия по меньшей мере одного аллеля по меньшей мере одного полиморфного маркера на хро-

мосоме 5р12 или на хромосоме 10q26 в образце нуклеиновой кислоты индивида, где определение нали-

чия по меньшей мере одного аллеля указывает на предрасположенность к раку молочной железы. 

В другом аспекте изобретение касается способа определения предрасположенности к раку молоч-

ной железы у человеческого индивида, включающего определение, присутствует ли по меньшей мере 

один связанный с риском аллель по меньшей мере одного полиморфного маркера в массиве данных ге-

нотипа, полученном у индивида, где по меньшей мере один полиморфный маркер выбран из маркеров в 

составе хромосомы 5р12 и где определение наличия по меньшей мере одного связанного с риском аллеля 

указывает на повышенную предрасположенность индивида к раку молочной железы. 

Изобретение также касается способа определения предрасположенности человеческого индивида к 

раку молочной железы, включающего определение, присутствует ли по меньшей мере один аллель по 

меньшей мере одного полиморфного маркера в образце нуклеиновой кислоты, взятом у индивида, или в 

массиве данных генотипа, полученном у индивида, где по меньшей мере один полиморфный маркер вы-

бран из rs10941679 (SEQ ID NO:236), rs4415084 (SEQ ID NO:235) и rs1219648 (SEQ ID NO:237) и марке-

ров в неравновесии по сцеплению с ними и где наличие по меньшей мере одного аллеля указывает на 

предрасположенность индивида к раку молочной железы. 

Массив данных генотипа в одном воплощении включает информацию о характере маркера и ал-

лельном статусе индивида, т.е. информацию о характере двух аллелей маркера, присутствующих у инди-

вида. Массив данных генотипа может включать информацию по аллелям одного или более маркеров, 

включая два или более маркеров, три или более маркеров, пять или более маркеров, сто или более марке-

ров и т.д. В некоторых воплощениях массив данных генотипа включает информацию о генотипе, полу-

ченную при анализе всего генома индивида, который может включать сотни тысяч маркеров или даже 

миллион и более маркеров. 

В определенных воплощениях по меньшей мере один полиморфный маркер сцеплен с геном FGF10, 

геном HCN1, геном MRPS30 и/или геном FGFR2. В некоторых таких воплощениях по меньшей мере 

один полиморфный маркер находится в неравновесии по сцеплению с геном FGF10, геном HCN1, геном 

MRPS30 и/или геном FGFR2. В некоторых других воплощениях по меньшей мере один полиморфный 

маркер выбран из группы маркеров, расположенных в составе сегмента хромосомы, расположенного 

между позициями 44666047 и 44976797 согласно NCBI Build 34, и маркеров в неравновесии по сцепле-

нию с ними. В другом воплощении по меньшей мере один полиморфный маркер выбран из группы, со-

стоящей из полиморфных маркеров, приведенных в табл. 1 и 3, и маркеров в неравновесии по сцеплению 

с ними. 

В определенных воплощениях по меньшей мере один полиморфный маркер выбран из маркеров, 

приведенных в табл. 12-14. В одном воплощении по меньшей мере один полиморфный маркер выбран из 

маркеров, приведенных в SEQ ID NO:1-237. В одном воплощении маркеры, находящиеся в неравновесии 

по сцеплению с маркером rs4415084, выбраны из маркеров, приведенных в табл. 12. В другом воплоще-

нии маркеры, находящиеся в неравновесии по сцеплению с маркером rs10941679, выбраны из маркеров, 

приведенных в табл. 13. В другом воплощении маркеры, находящиеся в неравновесии по сцеплению с 

маркером rs1219648, выбраны из маркеров, приведенных в табл. 14. 

В определенных воплощениях выполняется дополнительный этап оценки у индивида частоты по 

меньшей мере одного гаплотипа. В таких воплощениях в гаплотип могут быть включены два или более 

маркера, включая три, четыре, пять, шесть, семь, восемь, девять или десять либо более маркеров. В од-
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ном воплощении гаплотип включает маркеры в регионе хромосомы 5р12. В другом воплощении гапло-

тип включает маркеры в регионе хромосомы 10q26. В определенных воплощениях гаплотип включает 

маркеры в неравновесии по сцеплению с rs4415084. В некоторых других воплощениях гаплотип включа-

ет маркеры в неравновесии по сцеплению с rs10941679. В некоторых других воплощениях гаплотип 

включает маркеры в неравновесии по сцеплению с rs1219648. 

Маркеры, обусловливающие риск рака молочной железы, согласно данному изобретению могут ис-

пользоваться в сочетании с другими генетическими маркерами рака молочной железы. Так, в определен-

ных воплощениях выполняется дополнительный этап, включающий определение, присутствует ли в об-

разце, содержащем геномную ДНК человеческого индивида, или в массиве данных генотипа, полученно-

го у человеческого индивида, по меньшей мере один связанный с риском аллель по меньшей мере одного 

связанного с риском рака молочной железы полиморфного маркера, не находящегося в неравновесии по 

сцеплению с любым из маркеров, приведенных в табл. 12-14. Другими словами, генетические маркеры в 

других позициях генома могут применяться в комбинации с маркерами по данному изобретению для 

определения совокупного риска рака молочной железы, на основании множества генетических факторов. 

Выбор маркеров, не находящихся в неравновесии по сцеплению (не находящихся в НС), может основы-

ваться на соответствующих показателях неравновесия по сцеплению согласно дальнейшему описанию. В 

определенных воплощениях маркеры, не находящиеся в неравновесии по сцеплению, имеют значения 

показателя НС между маркерами r
2
 менее 0,2. В определенных других воплощениях маркеры, не нахо-

дящиеся в НС, имеют значения r
2
 для маркеров менее 0,15, включая менее 0,10, менее 0,05, менее 0,02 и 

менее 0,01. Другие подходящие пороговые значения для установления того, что маркеры не находятся в 

НС, также рассматриваются, включая значения, объединяющие любые из указанных значений. 

В определенных воплощениях множество маркеров согласно данному описанию определяется для 

определения совокупного риска рака молочной железы. Так, в определенных воплощениях выполняется 

дополнительный этап, включающий определение, присутствует ли по меньшей мере один аллель каждо-

го по меньшей мере из двух полиморфных маркеров в образце, содержащем геномную ДНК человече-

ского индивида, или в массиве данных генотипа, полученном у человеческого индивида, где наличие по 

меньшей мере одного аллеля по меньшей мере двух полиморфных маркеров указывает на повышенную 

предрасположенность к раку молочной железы. В одном воплощении маркеры выбраны из rs4415084 

(SEQ ID NO:235), rs10941679 (SEQ ID NO:236) и rs1219648 (SEQ ID NO:237) и маркеров в неравновесии 

по сцеплению с ними. 

Оценка риска на основании маркеров по данному изобретению может также сочетаться с оценкой 

наличия или отсутствия по меньшей мере одного высокопенетрантного генетического фактора рака мо-

лочной железы в образце нуклеиновой кислоты, взятом у индивида, или в массиве данных генотипа, по-

лученном у индивида. Высокопенетрантным генетическим фактором рака молочной железы может быть, 

например, мутация BRCA1, мутация BRCA2, мутация ТР53 или мутация PTEN. В совокупности на долю 

мутаций BRCA1 и BRCA2 может приходиться 15-20% риска семейного рака молочной железы и это мо-

жет отвечать приблизительно за 2-3% случаев впервые выявленного рака молочной железы [Gorski, et al. 

(2005), Breast Cancer Res Treat, 92, 19-24 (2000), Br J. Cancer, 83, 5% общего генетического 1301-8]. Из-

вестные мутации в генах ТР53 и PTEN обусловливают приблизительно риск рака молочной железы 

[Easton (1999), Breast Cancer Res, 1, 14-7]. В одном воплощении высокопенетрантным генетическим фак-

тором является BRCA2 999del5. 

Для установления совокупного риска у индивида генетические маркеры по изобретению могут так-

же применяться в сочетании с негенетической информацией. Так, в определенных воплощениях выпол-

няется дополнительный этап, включающий анализ негенетической информации, для оценки риска, диаг-

ностирования или определения прогноза у индивида. Негенетическая информация может представлять 

собой любую информацию, относящуюся к статусу заболевания индивида, или другую информацию, 

которая способна оказать влияние на оценку совокупного риска рака молочной железы у индивида. В 

одном воплощении негенетическая информация выбрана из возраста, пола, этнической принадлежности, 

социоэкономического статуса, предшествующего диагноза заболевания, медицинского анамнеза субъек-

та, семейного анамнеза рака молочной железы, биохимических показателей и клинических показателей. 

В другом аспекте изобретение касается способа оценки риска развития, по меньшей мере, второй 

первичной опухоли у индивида с диагностированным ранее раком молочной железы, способ включает 

определение наличия или отсутствия по меньшей мере одного аллеля по меньшей мере одного поли-

морфного маркера в образце нуклеиновой кислоты, взятом у индивида, где по меньшей мере один поли-

морфный маркер выбран из группы, состоящей из полиморфных маркеров, приведенных в табл. 12-14, и 

маркеров в неравновесии по сцеплению с ними, где наличие по меньшей мере одного аллеля указывает 

на риск развития, по меньшей мере, второй первичной опухоли. Кроме того, изобретение касается спосо-

ба определения риска развития, по меньшей мере, второй первичной опухоли у индивида с диагностиро-

ванным ранее раком молочной железы, способ включает определение, присутствует ли по меньшей мере 

один аллель по меньшей мере одного полиморфного маркера в образце нуклеиновой кислоты, взятом у 

индивида, или массиве данных генотипа, полученном у индивида, где по меньшей мере один полиморф-

ный маркер выбран из rs10941679 (SEQ ID NO:236), rs4415084 (SEQ ID NO:235) и rs1219648 (SEQ ID 
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NO:237) и маркеров в неравновесии по сцеплению с ними и где наличие по меньшей мере одного аллеля 

указывает на риск развития, по меньшей мере, второй первичной опухоли. В одном из таких воплощений 

по меньшей мере один полиморфный маркер выбран из маркеров, приведенных в табл. 12-14. 

Изобретение также касается устройств для определения генетического индикатора рака молочной 

железы у человеческого индивида, включающих машиночитаемую память и программы, хранящиеся в 

машиночитаемой памяти, где программы предназначены для выполнения на процессоре для анализа ин-

формации по маркерам и/или гаплотипам для по меньшей мере одного человеческого индивида в отно-

шении по меньшей мере одного полиморфного маркера, выбранного из rs10941679 (SEQ ID NO:236), 

rs4415084 (SEQ ID NO:235) и rs1219648 (SEQ ID NO:237) и маркеров в неравновесии по сцеплению с 

ними, и генерирования выходных данных на основании информации по маркерам и гаплотипам, где в 

качестве генетического индикатора рака молочной железы у человеческого индивида выходные данные 

включают показатели индивидуального риска по меньшей мере по одному маркеру или гаплотипу. В 

одном воплощении по меньшей мере один полиморфный маркер выбран из маркеров, приведенных в 

табл. 12-14. В одном воплощении программы также включают показатели риска рака молочной железы, 

ассоциированные по меньшей мере с одним аллелем маркера или гаплотипом, где показатель риска ос-

нован на сравнении частоты по меньшей мере одного аллеля по меньшей мере одного полиморфного 

маркера и/или гаплотипа у множества индивидов с диагностированным раком молочной железы и инди-

катора частоты по меньшей мере одного аллеля по меньшей мере одного полиморфного маркера и/или 

гаплотипа у множества референсных индивидов, где индивидуальный риск для человеческого индивида 

основан на сравнении статуса носительства у индивида по меньшей мере одного аллеля маркера и/или 

гаплотипа и показателя риска по меньшей мере для одного аллеля маркера и/или гаплотипа. Например, 

показатель риска в определенных воплощениях может представлять собой показатель риска, обуслов-

ленного каждой копией варианта, связанного с риском рака молочной железы, в популяции индивидов с 

раком молочной железы, в сравнении с контролями. На основании таких референтных данных можно 

оценить риск у каждого конкретного индивида, посредством определения его/ее генотипического статуса 

по определенными маркерам и последующего подсчета риска индивида. Если индивид является носите-

лем одной копии генетического варианта, связанного с риском, в составе его/ее генома, то рассчитанный 

риск может основываться на риске, обусловленном единственной копией связанного с риском варианта. 

Если индивид является носителем двух копий генетического варианта, связанного с риском, т.е. индивид 

является гомозиготным по связанному с риском варианту, то оценка риска для индивида может основы-

ваться на риске для группы индивидов, основанном на сравнении с контролями. Как правило, риск для 

гомозиготных носителей представляет собой риск, характерный для одной копии варианта, возведенный 

в квадрат. Также возможны другие способы описания или оценки риска для индивида, основанные на 

генотипическом статусе по определенным маркерам, и они находятся в рамках данного изобретения. 

В другом аспекте изобретение относится к способу выявления маркера для использования в оценке 

предрасположенности к раку молочной железы, способ включает выявление по меньшей мере одного 

полиморфного маркера, находящегося в неравновесии по сцеплению по меньшей мере с одним из 

rs10941679 (SEQ ID NO:236), rs4415084 (SEQ ID NO:235) и rs1219648 (SEQ ID NO:237); определение 

генотипического статуса в выборке индивидов с диагностированным раком молочной железы или пред-

расположенными к нему; и определение генотипического статуса в выборке контрольных индивидов; где 

достоверная разница в частоте по меньшей мере одного аллеля по меньшей мере одного полиморфизма у 

индивидов с диагностированным раком молочной железы или предрасположенных к нему, по сравнению 

с частотой по меньшей мере одного аллеля в контрольной выборке указывает на то, что по меньшей мере 

один полиморфизм может применяться для оценки предрасположенности к раку молочной железы. Дос-

товерная разница может оцениваться при статистическом анализе частот аллелей определенных поли-

морфных маркеров среди пациентов с раком молочной железы и контролей. В одном воплощении досто-

верная разница между пациентами с раком молочной железы и контролями устанавливается при рассчи-

танных значениях Р менее 0,05. В одном воплощении повышение частоты по меньшей мере одного алле-

ля по меньшей мере одного полиморфизма у индивидов с диагностированным раком молочной железы 

или предрасположенных к нему в сравнении с частотой по меньшей мере одного аллеля в контрольной 

выборке указывает на то, что по меньшей мере один полиморфизм может применяться для оценки по-

вышенной предрасположенности к раку молочной железы. В другом воплощении понижение частоты по 

меньшей мере одного аллеля по меньшей мере одного полиморфизма у индивидов с диагностированным 

раком молочной железы или предрасположенных к нему по сравнению с частотой по меньшей мере од-

ного аллеля в контрольной выборке указывает на то, что по меньшей мере один полиморфизм может 

применяться для оценки пониженной предрасположенности, или устойчивости к раку молочной железы. 

Изобретение также касается способа генотипирования образца нуклеиновой кислоты, взятого у че-

ловеческого индивида, включающего определение, присутствует ли по меньшей мере один аллель по 

меньшей мере одного полиморфного маркера в образце нуклеиновой кислоты, взятом у индивида, где по 

меньшей мере один маркер выбран из rs10941679 (SEQ ID NO:236), rs4415084 (SEQ ID NO:235) и 

rs1219648 (SEQ ID NO:237) и маркеров в неравновесии по сцеплению с ними, и где определение наличия 

по меньшей мере одного аллеля в образце указывает на предрасположенность индивида к раку молочной 
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железы. В одном воплощении определение наличия аллеля Т rs4415084 (SEQ ID NO:235), аллеля G 

rs10941679 (SEQ ID NO:236) и/или аллеля G rs1219648 (SEQ ID NO:237) указывает на повышенную 

предрасположенность индивида к раку молочной железы. В одном воплощении генотипирование вклю-

чает амплификацию сегмента нуклеиновой кислоты, содержащего по меньшей мере один полиморфный 

маркер, в ходе полимеразной цепной реакции (ПЦР) с применением пары нуклеотидных праймеров, 

фланкирующих по меньшей мере один полиморфный маркер. В другом воплощении генотипирование 

проводится посредством процесса, выбранного из аллель-специфической гибридизации зондов, аллель-

специфического удлинения праймеров, аллель-специфический амплификации, секвенирования нуклеи-

новых кислот, расщепления 5'-экзонуклеазами, использования молекулярных беконов, лигирования оли-

гонуклеотидов, анализа размера фрагментов, анализа однонитевой конформации и технологии микро-

матриц. В одном воплощении технология микроматриц представляет собой технологию матриц "Molecu-

lar Inversion Probe" или технологию трехмерных матриц с использованием микрочастиц "BeadArray". В 

одном воплощении процесс включает аллель-специфическую гибридизацию зондов. В другом воплоще-

нии процесс включает технологию микроматриц. Одно предпочтительное воплощение включает этапы 

(1) инкубации копий нуклеиновой кислоты с детектирующим олигонуклеотидным зондом и усиливаю-

щим олигонуклеотидным зондом в условиях для специфической гибридизации олигонуклеотидного зон-

да с нуклеиновой кислотой; где (а) детектирующий олигонуклеотидный зонд имеет длину 5-100 нуклео-

тидов и специфически гибридизуется с первым сегментом нуклеиновой кислоты, нуклеотидная последо-

вательность которой приведена в любой из SEQ ID NO:1-237; (б) детектирующий олигонуклеотидный 

зонд содержит детектируемую метку на своем 3' конце и гасящий компонент на своем 5' конце; (в) уси-

ливающий олигонуклеотид имеет длину 5-100 нуклеотидов и является комплементарным второму сег-

менту нуклеотидной последовательности, расположенному в положении 5' по отношению к олигонукле-

отидному зонду, так что усиливающий олигонуклеотид располагается в положении 3' по отношению к 

детектирующему олигонуклеотидному зонду, когда оба олигонуклеотида гибридизованы с нуклеиновой 

кислотой; и (г) между первым сегментом и вторым сегментом существует пробел в одно основание, так 

что, когда олигонуклеотидный зонд и усиливающий олигонуклеотидный зонд, оба, гибридизованы с нук-

леиновой кислотой, между олигонуклеотидами существует пробел в одно основание; (2) обработки нук-

леиновой кислоты эндонуклеазой, которая будет отщеплять детектируемую метку от 3' конца детекти-

рующего зонда с высвобождением свободной детектируемой метки при гибридизации детектирующего 

зонда с нуклеиновой кислотой; и (3) измерения свободной детектируемой метки, когда присутствие сво-

бодной детектируемой метки указывает на то, что детектирующий зонд специфически гибридизован с 

первым сегментом нуклеиновой кислоты и указывает на то, что последовательность полиморфного сайта 

комплементарна детектирующему зонду. 

Следующий аспект изобретения касается способа оценки у индивида вероятности ответа на тера-

певтический агент для лечения рака молочной железы, включающего определение, присутствует ли по 

меньшей мере один аллель по меньшей мере одного полиморфного маркера в образце нуклеиновой ки-

слоты, взятом у индивида, или массиве данных генотипа, полученном у индивида, где по меньшей мере 

один полиморфный маркер выбран из rs10941679 (SEQ ID NO:236), rs4415084 (SEQ ID NO:235) и 

rs1219648 (SEQ ID NO:237) и маркеров в неравновесии по сцеплению с ними, где наличие по меньшей 

мере одного аллеля по меньшей мере одного маркера указывает на вероятность благоприятного ответа на 

терапевтический агент. 

В другом аспекте изобретение относится к способу определения прогноза у индивида с диагности-

рованным раком молочной железы, способ включает определение, присутствует ли по меньшей мере 

один аллель по меньшей мере одного полиморфного маркера в образце нуклеиновой кислоты, взятом у 

индивида, или в массиве данных генотипа, полученном у индивида, где по меньшей мере один поли-

морфный маркер выбран из rs10941679 (SEQ ID NO:236), rs4415084 (SEQ ID NO:235) и rs1219648 (SEQ 

ID NO:237) и маркеров в неравновесии по сцеплению с ними, где наличие по меньшей мере одного алле-

ля указывает на неблагоприятный прогноз рака молочной железы у индивида. 

Еще один аспект изобретения касается мониторинга за ходом лечения у индивида, которому прово-

дится лечение рака молочной железы, способ включает определение, присутствует ли по меньшей мере 

один аллель по меньшей мере одного полиморфного маркера в образце нуклеиновой кислоты, взятом у 

индивида, или в массиве данных генотипа, полученном у индивида, где по меньшей мере один поли-

морфный маркер выбран из rs10941679 (SEQ ID NO:236), rs4415084 (SEQ ID NO:235) и rs1219648 (SEQ 

ID NO:237), и маркеров в неравновесии по сцеплению с ними, где наличие по меньшей мере одного ал-

леля указывает на исход лечения у индивида. В одном воплощении лечение представляет собой хирурги-

ческое лечение, лечение при помощи радиотерапии или лечение посредством введения лекарственных 

препаратов. 

Изобретение также касается применения олигонуклеотидных зондов в производстве реагентов для 

диагностирования и/или оценки предрасположенности человеческого индивида к раку молочной железы, 

где зонд гибридизуется с сегментом нуклеиновой кислоты с нуклеотидной последовательностью, приве-

денной в любой из SEQ ID NO:1-237, где зонд имеет длину 15-500 нуклеотидов. В определенных вопло-

щениях зонд имеет длину приблизительно от 16 до 100 нуклеотидов. В других конкретных воплощениях 
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зонд имеет длину приблизительно от 20 до 50 нуклеотидов. В других конкретных воплощениях зонд 

имеет длину приблизительно от 20 до 30 нуклеотидов. 

Изобретение также касается машиночитаемых носителей. В одном аспекте изобретение касается 

носителей, на которых хранится идентификатор по меньшей мере для одного полиморфного маркера; 

индикатор частоты по меньшей мере одного аллеля по меньшей мере одного указанного полиморфного 

маркера у множества индивидов с диагностированным раком молочной железы и индикатор частоты по 

меньшей мере одного аллеля по меньшей мере одного указанного полиморфного маркера у множества 

референсных индивидов; где по меньшей мере один полиморфный маркер выбран из rs10941679 (SEQ ID 

NO:236), rs4415084 (SEQ ID NO:235) и rs1219648 (SEQ ID NO:237) и полиморфных маркеров в неравно-

весии по сцеплению с ними. В одном воплощении полиморфный маркер выбран из маркеров, приведен-

ных в табл. 12-14. В другом воплощении носители также содержат информацию о происхождении мно-

жества индивидов. 

В рамках данного изобретения находятся различные нозологические формы и разновидности фено-

типов рака молочной железы. В наиболее широком понимании изобретение касается любого фенотипа 

рака молочной железы. В определенных воплощениях рак молочной железы включает любой диагноз 

рака молочной железы, включая инвазивный протоковый, инвазивный дольковый, тубулярный или дру-

гие инвазивные или смешанные инвазивные формы, медуллярный, DCIS (от англ. Ductal Carcinoma In 

situ, протоковая карцинома In situ), LCIS (от англ. Lobular Carcinoma In Situ, дольковая карцинома In 

situ), или другие неинвазивные формы; инвазивный рак молочной железы, включая рак молочной железы 

0 стадии, 1 стадии, 2 стадии (включая стадию 2а и стадию 2b), 3 стадии (включая стадию 3а, стадию 3b и 

стадию 3с) и 4 стадии, но не ограничивается ими. В определенных воплощениях фенотип рака молочной 

железы выбран из всех форм рака молочной железы, первично-множественного рака молочной железы и 

рака молочной железы с ранним возникновением. В некоторых воплощениях маркеры по изобретению 

ассоциированы с риском рака молочной железы у индивидов с семейным анамнезом рака молочной же-

лезы. В одном таком воплощении фенотипом, ассоциированным с раком молочной железы, является 

суммарный индекс семейного анамнеза (ИСА). В другом воплощении рак молочной железы, ассоцииро-

ванный с вариантами по изобретению, представляет собой рак молочной железы, позитивный по эстро-

геновым рецепторам (ЭР) и/или прогестероновым рецепторам (ПР). В одном воплощении рак молочной 

железы, ассоциированный с вариантами по изобретению, является позитивным по эстрогеновым рецеп-

торам (ЭР). В другом воплощении рак молочной железы, ассоциированный с вариантами по изобрете-

нию, является позитивным по прогестероновым рецепторам (ПР). В одном таком воплощении маркеры, 

для которых описана ассоциация с повышенным риском или предрасположенностью к раку молочной 

железы, обусловливают повышенный риск или предрасположенность к ЭР-позитивному и/или ПР-

позитивному раку молочной железы. Так, в определенных воплощениях наличие по меньшей мере одно-

го связанного с риском варианта по изобретению позволяет спрогнозировать ЭР-позитивный или ПР-

позитивный рак молочной железы у индивида. 

В некоторых воплощениях способов по изобретению предрасположенность, определяемая спосо-

бами, представляет собой повышенную предрасположенность. В одном таком воплощении повышенная 

предрасположенность характеризуется относительным риском (RR), равным по меньшей мере 1,10. В 

другом воплощении повышенная предрасположенность характеризуется относительным риском, равным 

по меньшей мере 1,20. В другом воплощении повышенная предрасположенность характеризуется отно-

сительным риском, равным по меньшей мере 1,30. В другом воплощении повышенная предрасположен-

ность характеризуется относительным риском, равным по меньшей мере 1,40. В еще одном воплощении 

повышенная предрасположенность характеризуется относительным риском, равным по меньшей мере 

1,50. В следующем воплощении повышенная предрасположенность характеризуется относительным 

риском, равным по меньшей мере 1,70. В еще одном воплощении повышенная предрасположенность 

характеризуется относительным риском, равным по меньшей мере 2,0. Другие воплощения характеризу-

ются относительным риском, равным по меньшей мере 1,10, 1,11, 1,12, 1,13, 1,14, 1,15, 1,16, 1,17, 1,18, 

1,19, 1,20, 1,21, 1,22, 1,23, 1,24, 1,25, 1,26, 1,27, 1,28, 1,29, 1,30, 1,31, 1,32, 1,33, 1,34, 1,35. Другие числен-

ные значения риска, объединяющие любые из вышеперечисленных значений, также возможны и они 

также находятся в рамках изобретения. 

В некоторых воплощениях способов по изобретению предрасположенность, определяемая спосо-

бами, представляет собой пониженную предрасположенность. В одном таком воплощении пониженная 

предрасположенность характеризуется относительным риском (RR) менее 0,9. В другом воплощении 

пониженная предрасположенность характеризуется относительным риском (RR) менее 0,8. В другом 

воплощении пониженная предрасположенность характеризуется относительным риском (RR) менее 0,7. 

В следующем воплощении пониженная предрасположенность характеризуется относительным риском 

(RR) менее 0,5. Другие пороговые значения, такие как относительный риск менее 0,89, 0,88, 0,87, 0,86, 

0,85, 0,84, 0,83, 0,82, 0,81, 0,80, 0,79, 0,78, 0,77, 0,76, 0,75, 0,74, 0,73, 0,72, 0,71, 0,70 и т.д., находятся в 

рамках изобретения. 

Изобретение также относится к наборам. В одном таком аспекте изобретение касается набора для 

оценки предрасположенности к раку молочной железы у человеческого индивида, набор включает реа-
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генты, необходимые для селективной детекции по меньшей мере одного аллеля по меньшей мере одного 

полиморфного маркера на хромосоме 5р12 или 10q26 в геноме индивида, где наличие по меньшей мере 

одного аллеля указывает на повышенную предрасположенность к раку молочной железы. В другом ас-

пекте изобретение касается набора для оценки предрасположенности к раку молочной железы у челове-

ческого индивида, набор включает реагенты для селективной детекции по меньшей мере одного аллеля 

по меньшей мере одного полиморфного маркера в геноме индивида, где полиморфный маркер выбран из 

rs10941679 (SEQ ID NO:236), rs4415084 (SEQ ID NO:235) и rs1219648 (SEQ ID NO:237) и маркеров в не-

равновесии по сцеплению с ними и где наличие по меньшей мере одного аллеля указывает на предраспо-

ложенность к раку молочной железы. В одном воплощении по меньшей мере один полиморфный маркер 

выбран из маркеров, приведенных в табл. 12-14. 

В одном воплощении реагенты в наборе могут содержать по меньшей мере один примыкающий 

нуклеотид, гибридизующийся с фрагментом генома индивида, содержащим по меньшей мере один по-

лиморфный маркер. В другом воплощении набор включает по меньшей мере одну пару олигонуклеоти-

дов, гибридизующихся с противоположными нитями сегмента генома, полученного у субъекта, где каж-

дая пара олигонуклеотидных праймеров создана для селективной амплификации фрагмента генома ин-

дивида, включающего один полиморфизм, где полиморфизм выбран из группы, состоящей из полимор-

физмов, указанных в табл. 12-14, и где фрагмент имеет размер по меньшей мере 20 пар оснований. В од-

ном воплощении олигонуклеотид является полностью комплементарным геному индивида. В другом 

воплощении набор также содержит буфер и фермент для амплификации указанного сегмента. В другом 

воплощении реагенты также включают метку для детекции указанного фрагмента. 

В одном предпочтительном воплощении набор содержит детектирующий олигонуклеотидный зонд, 

имеющий длину 5-100 нуклеотидов; усиливающий олигонуклеотидный зонд, имеющий длину 5-100 нук-

леотидов; и фермент эндонуклеазу; где детектирующий олигонуклеотидный зонд специфически гибри-

дизуется с первым сегментом нуклеиновой кислоты, нуклеотидная последовательность которой приве-

дена в любой из SEQ ID NO:1-237, и где детектирующий олигонуклеотидный зонд содержит детекти-

руемую метку на своем 3' конце и гасящий компонент на своем 5' конце; где усиливающий олигонуклео-

тид имеет длину 5-100 нуклеотидов и является комплементарным второму сегменту нуклеотидной по-

следовательности, расположенному в положении 5' по отношению к олигонуклеотидному зонду, так что 

усиливающий олигонуклеотид располагается в положении 3' по отношению к детектирующему олиго-

нуклеотидному зонду, когда оба олигонуклеотида гибридизованы с нуклеиновой кислотой; где между 

первым сегментом и вторым сегментом существует пробел в одно основание, так что, когда олигонукле-

отидный зонд и усиливающий олигонуклеотидный зонд, оба, гибридизованы с нуклеиновой кислотой, 

между олигонуклеотидами существует пробел в одно основание; и где при обработке нуклеиновой ки-

слоты эндонуклеазой от 3' конца детектирующего зонда будет отщепляться детектируемая метка, так что 

высвобождение свободной детектируемой метки будет иметь место при гибридизации детектирующего 

зонда с нуклеиновой кислотой. 

Наборы согласно данному изобретению также могут применяться в других способах по изобрете-

нию, включая способы оценки риска развития, по меньшей мере, второй первичной опухоли у индивида 

с диагностированным ранее раком молочной железы, способы оценки у индивида вероятности ответа на 

терапевтический агент для лечения рака молочной железы, способы мониторинга хода лечения у инди-

вида с диагностированным раком молочной железы и получающим лечение по поводу заболевания. 

Все маркеры, для которых здесь описана ассоциация с раком молочной железы, могут применяться 

в различных аспектах изобретения, включая способы, наборы, применения, устройства и процедуры, 

описываемые здесь. В определенных воплощениях изобретение касается применения маркеров в составе 

хромосомы 5р12. В других конкретных воплощениях изобретение касается маркеров в составе хромосо-

мы 10q26. В определенных воплощениях изобретение касается маркеров, приведенных в табл. 1 или 3, и 

маркеров в неравновесии по сцеплению с ними. В других конкретных воплощениях изобретение касается 

маркеров, приведенных в табл. 3. В других конкретных воплощениях изобретение касается маркеров 

rs10941679, rs7703618, rs4415084, rs2067980, rs10035564, rs11743392, rs7716600 и rs1219648 и маркеров в 

неравновесии по сцеплению с ними. В некоторых предпочтительных воплощениях изобретение касается 

маркеров rs4415084, rs10941679 и rs1219648 и маркеров в неравновесии по сцеплению с ними. В некото-

рых других предпочтительных воплощениях изобретение касается маркеров, приведенных в табл. 12-14. 

В других предпочтительных воплощениях изобретение касается rs4415084 и маркеров в неравновесии по 

сцеплению с ними (например, маркеров, приведенных в табл. 12). В других предпочтительных воплоще-

ниях изобретение касается rs10941679 и маркеров в неравновесии по сцеплению с ними (например, мар-

керов, приведенных в табл. 13). В других предпочтительных воплощениях изобретение касается 

rs1219648 и маркеров в неравновесии по сцеплению с ними (например, маркеров, приведенных в табл. 

14). В одном воплощении изобретение касается маркера rs4415084. В другом воплощении изобретение 

касается rs10941679. В другом воплощении изобретение касается rs1219648. 

В определенных воплощениях по меньшей мере один аллель маркера, обусловливающий повышен-

ный риск рака молочной железы, выбран из аллеля G rs10941679, аллеля Т rs7703618, аллеля G 

rs4415084, аллеля G rs2067980, аллеля G rs10035564, аллеля Т rs11743392, аллеля A rs7716600 и аллеля G 
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rs1219648. В этих воплощениях наличие аллеля (связанного с риском аллеля) указывает на повышенный 

риск рака молочной железы. 

В определенных воплощениях изобретения неравновесие по сцеплению определяется с помощью 

показателей неравновесия по сцеплению r
2
 и |D'|, которые являются количественными показателями сте-

пени неравновесия по сцеплению (НС) между двумя генетическими элементами (например, полиморф-

ными маркерами). Определенные численные значения данных показателей по конкретным маркерам ука-

зывают на то, что маркеры находятся в неравновесии по сцеплению, согласно следующему здесь описа-

нию. В одном воплощении изобретения неравновесие по сцеплению между маркерами (т.е. значения НС 

указывают на маркеры, находящиеся в неравновесии по сцеплению) определяется как r
2
 > 0,1. В другом 

воплощении неравновесие по сцеплению определяется как r
2
 > 0,2. Другие воплощения могут включать 

другие определения неравновесия по сцеплению, такие как r
2
 > 0,25, r

2
 > 0,3, r

2
 > 0,35, r

2
 > 0,4, r

2
 > 0,45,  

r
2
 > 0,5, r

2
 > 0,55, r

2
 > 0,6, r

2
 > 0,65, r

2
 > 0,7, r

2
 > 0,75, r

2
 > 0,8, r

2
 > 0,85, r

2
 > 0,9, r

2
 > 0,95, r

2
 > 0,96, r

2
 > 0,97, 

r
2
 > 0,98 или r

2
 > 0,99. В определенных воплощениях неравновесие по сцеплению может также опреде-

ляться как |D'| > 0,2 или как |D'| > 0,3, |D'| > 0,4, |D'| > 0,5, |D'| > 0,6, |D'| > 0,7, |D'| > 0,8, |D'| > 0,9, |D'| > 0,95, 

|D'| > 0,98 или |D'| > 0,99. В определенных воплощениях неравновесие по сцеплению определяется как 

удовлетворяющее двум критериям r
2
 и |D'|, таким как r

2
 > 0,2 и |D'| > 0,8. Другие комбинации значений r

2
 

и |D'| также возможны и находятся в рамках данного изобретения, включая значения этих параметров, 

приведенные выше, но не ограничиваясь ими. 

Краткое описание графических материалов 

Описанные выше и другие объекты, признаки и преимущества данного изобретения будут очевид-

ны из следующего далее более подробного описания предпочтительных воплощений данного изобрете-

ния. 

Чертеж отображает картирование данных по ассоциации на хромосоме 5р12 в когорте Исландия 1. 

На верхней панели показаны значения Р для сигналов, указывающих на ассоциацию, полученных по 

данным Illumina Нар300 на когорте Исландия 1 из 1660 пациентов с раком молочной железы и 11563 

контролей, нанесенных на карту в соответствии с их физическим расположением (NCBI Build 34). Сиг-

налы по ключевым ОНП, определяющим 6 классов эквивалентности в регионе, обозначены A-F. На ниж-

ней панели показано расположение горячих точек рекомбинации, поперечных дисков хромосом, экзонов 

известных генов и частоты рекомбинации. В нижней части на карте нанесены парные значения r
2
, полу-

ченные по данным II фазы проекта НарМар (выпуск 19). Интенсивность точек пропорциональна величи-

не парных значений r
2
. Горячие точки рекомбинации и частоты рекомбинации получены с применением 

способов, описанных McVean et al. 2004 (см. текст). 

Сведения, подтверждающие возможность осуществления изобретения 

Данное изобретение описывает полиморфные варианты и гаплотипы, для которых была обнаруже-

на ассоциация с раком молочной железы. Было установлено, что определенные аллели полиморфных 

маркеров на хромосоме 5р12 ассоциированы с раком молочной железы. Такие маркеры и гаплотипы мо-

гут применяться в диагностических целях, в способах прогнозирования ответа на лекарственный препа-

рат и способах прогнозирования хода лечения, как подробно описано далее. Следующие воплощения 

данного изобретения включают способы оценки ответа на лечение рака молочной железы с помощью 

хирургического вмешательства или радиации с применением полиморфных маркеров по изобретению, а 

также наборов, применяющихся в способах по изобретению. 

Определения. 

Последовательности нуклеиновых кислот изображены слева направо в направлении от 5' к 3', если 

не указано иначе. Численные диапазоны, перечисленные в спецификации, включают значения, опреде-

ляющие диапазон, и включают каждое целое значение или дробное значение в составе определенного 

диапазона. Если не указано иначе, все используемые здесь технические и научные термины имеют то же 

значение, в котором они обычно используются специалистами в области, к которой относится изобрете-

ние. 

Следующие термины будут в настоящем контексте иметь указанные значения. 

"Полиморфный маркер", иногда обозначаемый как "маркер", в данном описании относится к поли-

морфному сайту генома. Каждый полиморфный маркер имеет по меньшей мере две вариации последова-

тельности, характерные для определенных аллелей полиморфного сайта. Таким образом, генетическая 

ассоциация с полиморфным маркером подразумевает, что существует ассоциация по меньшей мере с 

одним специфическим аллелем этого конкретного полиморфного маркера. Маркер может включать лю-

бой аллель любого вида варианта, обнаруженного в геноме, включая однонуклеотидные полиморфизмы 

(ОНП), мини- или микросателлиты, транслокации и вариации числа копий (инсерции, делеции, дуплика-

ции). Полиморфные маркеры могут иметь любую измеряемую частоту в популяции. Для картирования 

генов, связанных с заболеванием, в основном наибольшее применение имеют полиморфные маркеры с 

популяционной частотой выше 5-10%. Однако полиморфные маркеры могут также иметь более низкую 

популяционную частоту, например частоту 1-5% или еще более низкую частоту, в особенности вариации 

числа копий (от англ. Сору number variations, CNV). В данном контексте термин будет употребляться для 

включения полиморфных маркеров с любой популяционной частотой. 
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"Аллель" относится к нуклеотидной последовательности заданного локуса (позиции) на хромосоме. 

Аллель полиморфного маркера таким образом относится к составу (т.е. последовательности) маркера на 

хромосоме. Геномная ДНК индивида содержит два аллеля для любого заданного полиморфного маркера, 

репрезентативного для каждой копии маркера на каждой хромосоме. Коды нуклеотидов, используемые 

здесь в последовательностях, следующие: А=1, С=2, G=3, Т=4. Для аллелей микросателлитов в качестве 

референсной использована выборка СЕРН (Centre d'Etudes du Polymorphisme Humain, генобанк, выборка 

СЕРН 1347-02), наиболее короткий аллель каждого микросателлита в данной выборке обозначен как 0, а 

все другие аллели в других выборках пронумерованы относительно данной последовательности. Так, 

например, аллель 1 является на 1 пн длиннее, чем самый короткий аллель в выборке СЕРН, аллель 2 яв-

ляется на 2 пн длиннее, чем самый короткий аллель в выборке СЕРН, аллель 3 является на 3 пн длиннее, 

чем самый короткий аллель в выборке СЕРН, и т.д., а аллель -1 является на 1 пн короче, чем самый ко-

роткий аллель в выборке СЕРН, аллель -2 является на 2 пн короче, чем самый короткий аллель в выборке 

СЕРН и т.д. 

"Однонуклеотидный полиморфизм", или ОНП, представляет собой вариацию последовательности 

ДНК, возникающую, когда единичный нуклеотид в определенном положении в геноме отличается между 

представителями вида или между парами хромосом у индивида. Большинство ОНП имеют два аллеля. 

Каждый индивид в этом отношении является либо гомозиготным по одному аллелю полиморфизма (т.е. 

обе хромосомные копии индивида имеют одинаковые нуклеотиды в месте ОНП) или индивид является 

гетерозиготным (т.е. две сестринские хромосомы индивида содержат разные нуклеотиды). Номенклатура 

ОНП по данному описанию соответствует официальным идентификационным кодам (от англ. Reference 

SNP (rs) ID identification tag), приписанным каждому уникальному ОНП Национальным центром по био-

технологической информации (от англ. National Center for Biotechnological Information, NCBI). 

Возможные вариации, в последовательности приведенные здесь, находятся в соответствии с пред-

ложенными IUPAC-IUB. Данные коды совместимы с кодами, используемыми в базах данных EMBL, 

GenBank и PIR. 

 
Позиция нуклеотида, по которой возможно существование более одной последовательности в по-

пуляции (либо в естественной популяции, либо в искусственной популяции, например библиотеке синте-

тических молекул), обозначается здесь как "полиморфный сайт". 

"Вариант" по данному описанию относится к сегменту ДНК, отличающемуся от референсной ДНК. 

"Маркер" или "полиморфный маркер" по данному описанию представляет собой вариант. Аллели, отли-

чающиеся от референсных, обозначаются здесь как аллели "вариантов". 

"Микросателлит" является полиморфным маркером, имеющим множественные малые повторы 

длиной от 2 до 8 нуклеотидов (например, повторы СА) в конкретном сайте, у которых число повторяю-

щихся мотивов варьирует в общей популяции. 

"Индели" представляют собой распространенную форму полиморфизма, включающую небольшую 

инсерцию или делецию, которая обычно имеет длину всего несколько нуклеотидов. 

"Гаплотип" в данном описании относится к сегменту геномной ДНК, в пределах одной нити ДНК, 

характеризующемуся специфической комбинацией последовательно расположенных аллелей. У дипло-

идных организмов, таких как человек, гаплотип включает одного представителя из пары аллелей по каж-

дому полиморфному маркеру или локусу. В определенном воплощении гаплотип может включать два 

или более аллелей, три или более аллелей, четыре или более аллелей либо пять или более аллелей. 

Термин "предрасположенность" по данному описанию включает как повышенную предрасполо-

женность, так и пониженную предрасположенность. Так, определенные полиморфные маркеры и/или 
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гаплотипы по изобретению в данном описании могут быть характерны для повышенной предрасполо-

женности к раку молочной железы (т.е. повышенного риска), характеризуемой относительным риском 

(RR) более одного или отношением шансов (OR) более одного. Кроме того, маркеры и/или гаплотипы по 

изобретению характерны для пониженной предрасположенности к раку молочной железы (т.е. понижен-

ного риска), характеризуемой относительным риском менее одного или отношением шансов менее одно-

го. Гаплотипы описываются здесь в контексте названия маркера и аллеля маркера в данном гаплотипе, 

например "Т rs4415084" означает аллель Т маркера rs4415084, входящего в гаплотип, и данная номенкла-

тура является эквивалентом "аллель Т rs4415084" и "T-rs4415084". Кроме того, коды аллелей в гаплотипе 

являются такими же, как в отдельных маркерах, т.е. 1=А, 2=С, 3=G и 4=Т. 

Термин "предрасположенность" по данному описанию означает склонность индивида к развитию 

определенного состояния (например, определенного признака, фенотипа или заболевания, например, 

рака молочной железы) или к меньшей способности противостоять определенному состоянию по срав-

нению со средним индивидом. Термин включает как повышенную предрасположенность, так и пони-

женную предрасположенность. Так, определенные аллели полиморфных маркеров и/или гаплотипов по 

изобретению согласно данному описанию могут быть характерны для повышенной предрасположенно-

сти к раку молочной железы (т.е. повышенного риска), характеризуемой относительным риском (RR) 

или отношением шансов (OR) более одного для определенного аллеля или гаплотипа. Кроме того, мар-

керы и/или гаплотипы по изобретению характеризуются пониженной предрасположенностью к раку мо-

лочной железы (т.е. пониженным риском), характеризуемой относительным риском менее одного. 

Термин "и/или" в данном контексте следует трактовать как указание на то, что подразумеваются 

либо один, либо оба из пунктов, соединенных таким термином. Другими словами, данный термин здесь 

нужно воспринимать в значении "один или другой, или оба". 

Термин "переводная таблица" в данном описании означает таблицу, приводящую в соответствие 

одну форму данных с другой или одну или более форм данных с прогнозируемым исходом, к которому 

относятся данные, например фенотип или признак. Например, переводная таблица может включать соот-

ветствие между аллельными данными по меньшей мере для одного маркера и определенным признаком 

или фенотипом, например диагнозом определенного заболевания, которое вероятно проявится у индиви-

да, имеющего определенные аллельные данные или которое может проявиться у него с большей вероят-

ностью, чем у индивида, не имеющего определенные аллельные данные. Переводные таблицы могут 

быть многомерными, т.е. они могут содержать информацию одновременно по нескольким аллелям от-

дельных маркеров или они могут содержать информацию о множестве маркеров, и они также могут 

включать другие факторы, например подробности о диагнозе заболеваний, информацию о расовой при-

надлежности, биомаркерах, биохимических показателях, способах терапии или лекарственных препара-

тах и т.д. 

"Машиночитаемые носители" представляют собой носители для хранения информации, к которой 

можно получить доступ при помощи компьютера с использованием коммерчески доступных или создан-

ных по заказу программ. Примеры машиночитаемых носителей включают блоки памяти (например, 

RAM, ROM, флэш-память и т.д.), оптические носители информации (например, CD-ROM), магнитные 

носители (например, компьютерные жесткие диски, гибкие диски и т.д.), перфокарты или другие ком-

мерчески доступные носители. Для хранения или доступа к хранящейся информации информация может 

быть перенесена между системой, представляющей интерес, и носителем, между компьютерами, либо 

между компьютерами и машиночитаемыми носителями. Такое перенесение может быть электронным 

или с помощью других доступных методов, например ИК-связи, беспроводных соединений и т.д. 

"Образец нуклеиновой кислоты" представляет собой образец, полученный у индивидов и содержа-

щий нуклеиновую кислоту. В определенных воплощениях, т.е. для определения конкретных полиморф-

ных маркеров и/или гаплотипов, образец нуклеиновой кислоты содержит геномную ДНК. Такой образец 

нуклеиновой кислоты может быть получен из любого источника, содержащего геномную ДНК, включая 

как образец крови, образец амниотической жидкости, образец спинно-мозговой жидкости или образец 

ткани кожи, мышцы, буккальной слизистой или конъюнктивы, плаценты, желудочно-кишечного тракта 

или других органов.  

Термин "препарат, используемый при раке молочной железы" в данном описании означает агент, 

который может применяться для облегчения или предупреждения симптомов, ассоциированных с раком 

молочной железы. 

Термин "нуклеиновая кислота, ассоциированная с раком молочной железы" в данном описании оз-

начает нуклеиновую кислоту, которая, как было показано, ассоциируется с раком молочной железы. 

Термин включает описанные здесь маркеры и гаплотипы, а также маркеры и гаплотипы в сильном не-

равновесии по сцеплению (НС) с ними.  

Термин "рак молочной железы" в данном описании означает любой клинический диагноз рака мо-

лочной железы и включает любые всевозможные конкретные подтипы рака молочной железы. Напри-

мер, рак молочной железы в ряде случаев относится к категории позитивного по эстрогеновым рецепто-

рам (ЭР) или негативного по эстрогеновым рецепторам рака молочной железы; рак молочной железы в 

ряде случаев также относится к категории позитивного или негативного по прогестероновым рецепторам 
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(ПР). Рак молочной железы также в ряде случаев диагностируется как инвазивный протоковый, инвазив-

ный дольковый, тубулярный или иной инвазивный или смешанный инвазивный. Рак молочной железы 

также может относиться к категории медуллярной протоковой карциномы in situ (DCIS) или дольковой 

карциномы in situ (LCIS) или иным неинвазивным формам. Инвазивный рак молочной железы может 

также определяться как рак молочной железы на 0 стадии, 1 стадии, 2 стадии (включая стадию 2а и ста-

дию 2b), 3 стадии (включая стадию 3а, стадию 3b и стадию 3с) или 4 стадии. В данном контексте "рак 

молочной железы" может включать любой из этих подтипов рака молочной железы и также включает 

любые иные применяемые в клинической практике подтипы рака молочной железы. 

Термин "все формы рака молочной железы" или "все формы РМЖ" относится к индивидам с диаг-

ностированным раком молочной железы. 

Термин "умеренная предрасположенность" к раку молочной железы или рак молочной железы 

"УмерПред" (от англ. "Medium Predisposition") относится к подтипу рака молочной железы. Чтобы фено-

тип подходил под это определение, требуется соответствие пробанда по меньшей мере одному из сле-

дующих критериев: 

пробанд является представителем группы случаев рака молочной железы, объединяющей 3 или бо-

лее пораженных родственников, находящихся на генетическом расстоянии не более 3 мейотических де-

лений (3М), 

пробанд является одним из пары пораженных родственников, находящихся на расстоянии не более 

3М, у одного из которых диагноз был поставлен в возрасте 50 лет или младше, 

пробанд является одним из пары пораженных родственников, находящихся на расстоянии не более 

3М, у одного из которых была диагностирована вторая первичная опухоль любого типа, 

у пробанда была диагностирована вторая первичная опухоль любого типа. 

Термин "первично-множественные опухоли молочной железы", или "ПМ ОМЖ", в данном описа-

нии означает случаи, когда наряду с постановкой первого диагноза рака молочной железы диагностиру-

ется по меньшей мере еще одна первичная опухоль и как клинически, так и гистологически подтвержда-

ется, что две опухоли являются независимыми первичными опухолями, развивающимися одновременно 

или последовательно с первоначально диагностированной опухолью молочной железы, и возникают 

контралатерально или ипсилатерально. 

Термин "индекс семейного анамнеза" (ИСА) в данном описании определяется по количеству 

имеющих рак молочной железы родственников у пробанда с заболеванием. Для каждого пробанда ин-

декс, равный 1, присваивается за каждого пораженного родственника первой степени, 0,5 - за каждого 

пораженного родственника второй степени и 0,25 - за каждого родственника третьей степени. Общая 

сумма, полученная таким образом, по всем пораженным родственникам, представляет суммированный 

индекс семейного анамнеза, или ИСА. 

Термин "рак молочной железы, позитивный по эстрогеновым рецепторам", или "ЭР-позитивный 

рак молочной железы", в данном описании относится к опухолям, которые считаются положительными 

по экспрессии эстрогенового рецептора. В данном контексте уровни ЭР, превышающие или равные  

10 фмоль/мг, и/или выявление 10% и более положительных ядер методами иммуногистохимии расцени-

вается как ЭР-позитивность. Рак молочной железы, который не соответствует критериям ЭР-

позитивности, определяется здесь как "ЭР-негативный" или "негативный по эстрогеновым рецепторам". 

Термин "рак молочной железы, позитивный по прогестероновым рецепторам" или "ПР-позитивный 

рак молочной железы" в данном описании относится к опухолям, которые считаются положительными 

по экспрессии прогестеронового рецептора. В данном контексте уровни ПР, превышающие или равные 

10 фмоль/мг, и/или выявление 10% и более положительных ядер методами иммуногистохимии расцени-

вается как ПР-позитивность. Рак молочной железы, который не соответствует критериям ПР-

позитивности, определяется здесь как "ПР-негативный" или "негативный по прогестероновым рецепто-

рам". 

Термин "хромосома 5р12" в данном описании относится к участку хромосомы 5 между позициями 

44 094 392 и 46 393 984 согласно NCBI (от англ. National Center for Biotechnology Information, Нацио-

нальный центр по биотехнологической информации) Build 34. 

Термин "FGF10" или "ген FGF10" в данном описании относится к гену фактора роста фибробластов 

10 на человеческой хромосоме 5р. 

Термин "MRPS30" или "ген MRPS30" в данном описании относится к гену митохондриального ри-

босомального белка S30 на человеческой хромосоме 5р. Этот ген также имеет название гена белка про-

граммируемой клеточной гибели 9 (PDCD9) и кодирует митохондриальную субъединицу S28. 

Термин "FGFR2" или "ген FGFR2" в данном описании относится к гену рецептора фактора роста 

фибробластов 2 на человеческой хромосоме 10q26. Этот ген также имеет название гена белка, подобного 

рецептору протеиновых тирозиновых киназ 14 (от англ. Protein Tyrosine Kinase Receptor Like 14, TK14), 

рецептора фактора роста кератиноцитов (от англ. Keratinocyte Growth Factor Receptor, KGFR) и рецепто-

ра фактора роста фибробластов BEK. 

В ходе ассоциативного анализа популяции индивидов с диагностированным раком молочной желе-

зы согласно данному изобретению было обнаружено, что определенные аллели определенных поли-
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морфных маркеров на хромосоме 5р12 ассоциированы с раком молочной железы. Общегеномный анализ 

вариантов, ассоциированных с раком, выявил ассоциацию рака молочной железы с регионом хромосомы 

5 между позициями 44 094 392 и 46 393 984 (согласно координатам NCBI Build 34), обозначаемым здесь 

как регион хромосомы 5р12. Для конкретных маркеров в этом регионе была обнаружена ассоциация с 

повышенным риском рака молочной железы. 

В ходе генотипирования приблизительно 1600 пациентов с раком молочной железы из Исландии и 

11563 контролей при помощи технологии микроматриц Illumina HumanHap300 было обнаружено, что 

большое количество маркеров на хромосоме 5р ассоциировано с раком молочной железы (табл. 1). В 

частности, было обнаружено, что аллель Т маркера rs4415084 и аллель G маркера rs7703618 ассоцииро-

ваны с повышенным риском рака молочной железы. Ассоциация маркера rs7703618 воспроизводилась на 

второй когорте из Исландии, что свидетельствовало о значимости сигнала, указывающего на ассоциа-

цию. 

Сравнение исландской когорты, на которой было сделано открытие, с общедоступным массивом 

данных CGEMS (от англ. The Cancer Genetic Markers of Susceptibility) обнаружило, что ассоциация с 

rs4415084 также воспроизводится в данной когорте. Действительно, для данного маркера сигнал, указы-

вающий на ассоциацию (значение р 9,02Е-06 в исландской когорте, на которой было сделано открытие), 

является значимым при общегеномном анализе (после коррекции Бонферрони) с допустимым значением 

р, равным 1.38Е-07 при объединении двух массивов данных. Этот ОНП характеризовался ничем не при-

мечательным значением Р 2,21Е-03 в самом массиве данных CGEMS, но подтверждает первоначальные 

результаты в исландской популяции. 

Маркер rs10941679, имеющий корреляцию с маркером rs4415084 (D'=0,99, r
2
=0,51), имеет еще 

большую корреляцию с раком молочной железы (OR=1,19, значение р 2.2Е-06). Дополнительный анализ 

показал, что сигнал для rs4415084 и rs10941679 воспроизводится в когортах из Швеции, Голландии, Ис-

пании и США (см. табл. 6). 

Данное изобретение также свидетельствует об аллельной гетерогенности в регионе хромосомы 

Chr5p12, было выделено шесть классов эквивалентности, представленных ключевыми маркерами 

rs7703618, rs4415084, rs2067980, rs10035564, rs11743392 и rs7716600. Дальнейший анализ установил, что 

за наблюдаемый сигнал, указывающий на ассоциацию, в наибольшей степени отвечают маркеры 

rs4415084 и rs10941679. 

В регионе, в котором согласно данному изобретению выявлено существование маркеров и гаплоти-

пов, ассоциированных с раком молочной железы, известно три гена. Этими генами являются FGF10, 

MRPS30 и HCN1, а также недостаточно охарактеризованный ген LOC441070. Два из этих генов, FGF10 и 

MRPS30, являются превосходными кандидатами на участие в предрасположенности к раку молочной 

железы. 

Так, FGF10 необходим для нормального эмбрионального развития молочной железы [Howard and 

Ashworth (2006), PLoS Genet, 2, e112], кроме того, при проведении инсерционного мутагенеза с вирусом 

MMTV, была показана роль FGF10 как онкогена на моделях рака молочной железы у мышей; повышен-

ная экспрессия FGF10 регистрируется приблизительно в 10% случаев рака молочной железы у людей 

[Theodorou, et al. (2004), Oncogene, 23, 6047-55]. Ген FGF10 отделяется от основного кластера сигналов, 

указывающих на ассоциацию, горячей точкой рекомбинации. Однако ключевые элементы, контроли-

рующие регуляцию FGF10, могут находиться в регионе, где выявляются сильные сигналы, указывающие 

на ассоциацию. Кроме того, сигналы, указывающие на ассоциацию, могут находиться в неравновесии по 

сцеплению с патогенными мутациями в составе самого гена FGF10. 

Ген MRPS30, известный также как ген белка программируемой клеточной гибели 9 (PDCD9), коди-

рует митохондриальную рибосомальную субъединицу 28S. Данный ген представляет собой аналог про-

апоптотического белка р52 курицы (Gallus gallus) у млекопитающих. Было показано, что он индуцирует 

апоптоз и активирует путь стресс-киназ JNK1 в клетках млекопитающих. Участие белка в апоптозе, по 

меньшей мере, частично опосредовано через путь Bcl-2 [Sun, et al. (1998), Gene, 208, 157-66; Carim, et al. 

(1999), Cytogenet Cell Genet, 87, 85-8; Cavdar Koc, et al. (2001), FEBS Lett, 492, 166-70]. Несмотря на то 

что ранее его причастность к раку молочной железы не была продемонстрирована, его роль в вышеупо-

мянутых путях позволяет предположить, что генетические варианты MRPS30 могут быть задействованы 

в изменении риска рака молочной железы. 

Было также обнаружено, что маркер rs1219648 в локусе FGFR2 на хромосоме 10 обусловливает 

риск рака молочной железы (табл. 6), наибольшая ассоциация наблюдалась с ЭР-позитивными опухоля-

ми (табл. 10). Было также обнаружено, что ассоциация с rs1219648 была более значима при опухолях с 

поражением лимфатических узлов, чем без их поражения, и что ассоциация была наиболее выраженной у 

индивидов с семейным анамнезом рака молочной железы. 

Оценка маркеров и гаплотипов. 

При сравнении индивидов геномная последовательность в популяциях оказывается не идентичной. 

Скорее, геном отражает вариабельность последовательности между индивидами во многих участках ге-

нома. Такие вариации в последовательности обычно обозначаются как полиморфизмы и в геноме суще-

ствует множество таких сайтов. Например, человеческий геном имеет вариации последовательности, 
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которые появляются в среднем на каждые 500 пар оснований. Наиболее распространенный вариант по-

следовательности представляет собой вариации оснований по одной позиции в геноме и такие варианты 

последовательности, или полиморфизмы, обычно называют однонуклеотидными полиморфизмами 

(ОНП). Полагают, что данные ОНП возникли в результате единственной мутации, таким образом, обыч-

но существует два возможных аллеля в каждом сайте ОНП; исходный аллель и мутировавший (альтерна-

тивный) аллель. Благодаря естественному генетическому дрейфу и, возможно, также благодаря давле-

нию отбора, исходная мутация превратилась в полиморфизм, характеризующийся определенной часто-

той его аллелей в любой заданной популяции. В человеческом геноме найдены многие другие виды ва-

риантов последовательностей, включая мини- и микросателлиты, а также инсерции, делеции, инверсии 

(также обозначаемые вариациями числа копий, или CNV). Полиморфный микросателлит имеет множест-

во коротких повторов оснований (таких как СА повторы, или TG на комплементарной цепи) в опреде-

ленном участке, число повторяющихся мотивов варьирует в общей популяции. В общих терминах, каж-

дая версия последовательности полиморфного сайта представляет собой определенный аллель поли-

морфного сайта. Такие варианты последовательностей могут все обозначаться полиморфизмами, возни-

кающими в определенных полиморфных сайтах, характерных для обсуждаемого варианта последова-

тельности. В общем определении, полиморфизмы могут включать любое число определенных аллелей. 

Так, в одном воплощении изобретения полиморфизм характеризуется наличием двух или более аллелей 

в любой заданной популяции. В другом воплощении полиморфизм характеризуется наличием трех или 

более аллелей. В других воплощениях полиморфизм характеризуется четырьмя или более аллелями, пя-

тью или более аллелями, шестью или более аллелями, семью или более аллелями, девятью или более 

аллелями или десятью или более аллелями. Все такие полиморфизмы могут применяться в способах и 

наборах по данному изобретению и таким образом находятся в рамках изобретения. 

Благодаря своей распространенности ОНП отвечают за большинство вариаций последовательности 

в человеческом геноме. К настоящему времени признано существование более 6 миллионов ОНП 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_summary.cgi). Однако CNV уделяется повышенное внима-

ние. Эти крупные полиморфизмы (как правило, от 1 кб или более) являются причиной полиморфных 

вариаций, затрагивающих значительную часть собранного человеческого генома; известные CNV охва-

тывают более 15% последовательности человеческого генома (Estivill, X Armengol; L, PloS Genetics 

3:1787-99 (2007). http://projects.tcag.ca/variation/). Большинство из этих полиморфизмов, тем не менее, 

являются очень редкими и в среднем затрагивают только часть геномной последовательности каждого 

индивида. Известно, что CNV затрагивают экспрессию генов, вариацию фенотипов и адаптацию путем 

изменения дозы генов, а также являются причиной заболеваний (заболеваний, вызванных микроделе-

циями и микродупликациями) и обусловливают риск распространенных комплексных заболеваний, 

включая ВИЧ-1 инфекцию и гломерулонефрит (Redon, R., et al. Nature 23:444-454 (2006)). Таким обра-

зом, возможно, что ранее описанные или неизвестные CNV представляют собой варианты, являющиеся 

причиной заболевания, находящиеся в неравновесии по сцеплению с маркерами, ассоциированными с 

раком молочной железы согласно данному изобретению. Способы выявления CNV включают сравни-

тельную геномную гибридизацию (от англ. comparative genomic hybridization, CGH) и генотипирование, 

включая применение матриц для генотипирования, согласно описанию Carter (Nature Genetics 39:S16-S21 

(2007)). База данных вариантов генома (The Database of Genomic Variants, http://projects.tcag.ca/variation/) 

содержит обновляемую информацию о расположении, типе и размере описанных CNV. В настоящее 

время база данных содержит информацию по более чем 15000 CNV. 

В некоторых случаях делается ссылка на разные аллели в полиморфных сайтах без выбора рефе-

ренсного аллеля. В других случаях для конкретного полиморфного сайта может быть обозначена рефе-

ренсная последовательность. Референсный аллель в некоторых случаях обозначается как аллель "дикого 

типа" и обычно выбирается либо как первый секвенированный аллель или как аллель "не пораженного" 

индивида (например, индивида, не имеющего признаков или фенотипа заболевания). 

Аллели маркеров ОНП в данном описании означают основания А, С, G или Т, обнаруживаемые в 

полиморфных сайтах в ходе детекции ОНП. В данном описании использовали следующие коды аллелей 

ОНП: 1=А, 2=С, 3=G, 4=T. Специалисту очевидно, что при исследовании или чтении противоположной 

цепи ДНК можно в каждом случае определить комплементарный аллель. Следовательно, для полиморф-

ного сайта (полиморфного маркера), характеризуемого полиморфизмом A/G, проводимый анализ может 

быть использован для специфической детекции наличия как одного из двух возможных оснований, так и 

обоих, т.е. А и G. Также возможно, что в ходе анализа, разработанного для детекции противоположной 

цепи ДНК-матрицы, может быть определено наличие комплементарных оснований Т и С. В количест-

венном отношении (например, в терминах относительного риска) идентичные результаты будут получе-

ны при определении любой из цепей ДНК (+цепи или -цепи). 

Обычно референсная последовательность относится к определенной последовательности. Аллели, 

отличающиеся от референсного, иногда обозначаются как "варианты" аллелей. Вариант последователь-

ности в данном описании означает последовательность, отличающуюся от референсной последователь-

ности, но в остальном существенно схожую. Аллели полиморфных генетических маркеров, описываемые 

здесь, являются вариантами. Варианты могут включать изменения, затрагивающие полипептид. Отличия 
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в последовательностях при сравнении с референсной нуклеотидной последовательностью могут вклю-

чать инсерции или делеции единичного нуклеотида или более чем одного нуклеотида, приводящие к 

сдвигу рамки считывания; замену по меньшей мере одного нуклеотида, приводящую к замене кодируе-

мой аминокислоты; замену по меньшей мере одного нуклеотида, приводящую к образованию прежде-

временного стоп-кодона; делецию нескольких нуклеотидов, приводящую к делеции одной или более 

аминокислот, кодируемых нуклеотидами; инсерции одного или нескольких нуклеотидов, такие как при 

неравной рекомбинации или конверсии генов, приводящие к прерыванию кодирующей последователь-

ности рамки считывания; дупликации всей или части последовательности; транспозиции; или перестрой-

ки нуклеотидной последовательности. Такие изменения последовательности могут изменять полипептид, 

кодируемый нуклеиновой кислотой. Например, если изменения в последовательности нуклеиновых ки-

слот вызывают сдвиг рамки считывания, сдвиг рамки считывания может привести к изменению коди-

руемых аминокислот и/или привести к образованию преждевременного стоп-кодона, вызывая образова-

ние укороченного полипептида. Возможно, что полиморфизм, ассоциированный с заболеванием или его 

признаками, может быть молчащей заменой одного или нескольких нуклеотидов (т.е. заменой, которая 

не приводит к изменению аминокислотной последовательности). Такой полиморфизм может, например, 

изменять сайты сплайсинга, влиять на стабильность транспортной мРНК или иначе влиять на транскрип-

цию или трансляцию кодируемого полипептида. Он может также изменять ДНК, так что увеличивается 

вероятность появления на соматическом уровне таких структурных изменений, как амплификации или 

делеции. Полипептид, кодируемый референсной нуклеотидной последовательностью, является "рефе-

ренсным" полипептидом с определенной референсной последовательностью аминокислот, а полипепти-

ды, кодируемые вариантами аллелей, обозначаются "вариантными" полипептидами с вариантами после-

довательности аминокислот. 

Гаплотип означает сегмент ДНК, характеризующийся специфический комбинацией последователь-

но расположенных аллелей. У диплоидных организмов, таких как человек, гаплотип включает одного 

представителя из представителя пары аллелей по каждому полиморфному маркеру или локусу. В опре-

деленном воплощении гаплотип может включать два или более аллелей, три или более аллелей, четыре 

или более аллелей либо пять или более аллелей, каждый аллель соответствует определенному поли-

морфному маркеру в составе сегмента. Гаплотипы могут включать комбинацию различных полиморф-

ных маркеров, например ОНП и микросателлиты, имеющие конкретные аллели в полиморфных сайтах. 

Гаплотипы таким образом включают комбинацию аллелей различных генетических маркеров. 

Детекция специфических полиморфных маркеров и/или гаплотипов может выполняться известны-

ми способами детекции последовательностей в полиморфных сайтах. Например, могут использоваться 

такие стандартные способы генотипирования наличия ОНП и/или микросателлитных маркеров, как 

флуоресцентные методики (Chen, X. et al., Genome Res. 9(5): 492-98 (1999)), применяющие ПЦР, ЛЦР, 

гнездную ПЦР и другие методики амплификации нуклеиновых кислот. Определенные коммерческие 

методики, используемые для генотипирования ОНП, включают генотипирующие системы TaqMan и 

платформы SNPlex (Applied Biosystems), электрофорез в геле (Applied Biosystems), масс-спектрометрию 

(например, систему MassARRAY от Sequenom), методы минисеквенирования, ПЦР в реальном времени, 

систему Bio-Plex (BioRad), системы CEQ и SNPstream (Beckman), технологию гибридизации с матрицами 

(например, Affymetrix GeneChip; Perlegen), технологии трехмерных матриц с использованием микрочас-

тиц "BeadArray" (например, Illumina GoldenGate и Infinium), технологию "ярлыковых матриц" (например, 

Parallele) и технологию, основанную на флуоресцентной гибридизации с применением эндонуклеаз (In-

vader; Third Wave). Некоторые из существующих платформ матриц, включая Affymetrix SNP Array 6.0 и 

Illumina CNV370-Duo и 1М BeadChips, содержат ОНП, которые служат ярлыками для конкретных CNV. 

Это позволяет выявлять CNV с помощью суррогатных ОНП, имеющихся в этих платформах. Так, при 

помощи этих или других способов, доступных специалистам, могут быть выявлены один или более алле-

лей полиморфных маркеров, включая микросателлиты, ОНП или другие разновидности полиморфных 

маркеров. 

В некоторых из описанных здесь способов индивид с повышенной предрасположенностью к раку 

молочной железы (т.е. с повышенным риском) является индивидом, у которого идентифицирован по 

меньшей мере один специфический аллель одного или более полиморфных маркеров или гаплотипов, 

обусловливающих повышенную предрасположенность к раку молочной железы (т.е. связанный с риском 

аллель маркера или гаплотип). В одном аспекте связанный с риском маркер или гаплотип является тем, 

который обусловливает достоверно повышенный риск (или предрасположенность) рака молочной желе-

зы. В одном воплощении значимость, ассоциированная с маркером или гаплотипом, измеряется относи-

тельным риском (RR). В другом воплощении значимость, ассоциированная с маркером или гаплотипом, 

выражается отношением шансов (OR). В следующем воплощении значимость выражается в процентах. В 

одном воплощении значимо повышенный риск выражается как риск (относительный риск и/или отноше-

ние шансов), равный по меньшей мере 1,10, что включает, но не ограничивается значениями по меньшей 

мере 1,11, по меньшей мере 1,12, по меньшей мере 1,13, по меньшей мере 1,14, по меньшей мере 1,15, по 

меньшей мере 1,16, по меньшей мере 1,17, по меньшей мере 1,18, по меньшей мере 1,19, по меньшей ме-

ре 1,20, по меньшей мере 1,21, по меньшей мере 1,22, по меньшей мере 1,23, по меньшей мере 1,24, по 
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меньшей мере 1,25, по меньшей мере 1,30, по меньшей мере 1,35, по меньшей мере 1,40, по меньшей ме-

ре 1,50, по меньшей мере 1,60, по меньшей мере 1,70, 1,80, по меньшей мере 1,90, по меньшей мере 2,0, 

по меньшей мере 2,5, по меньшей мере 3,0, по меньшей мере 4,0 и по меньшей мере 5,0. В конкретном 

воплощении значимым является риск (относительный риск и/или отношение шансов) по меньшей мере 

1,15. В другом конкретном воплощении значимым является риск по меньшей мере 1,17. В еще одном 

воплощении значимым является риск по меньшей мере 1,20. В следующем воплощении значимым явля-

ется относительный риск по меньшей мере около 1,25. В следующем воплощении значимым увеличени-

ем риска является по меньшей мере 1,30. Однако также рассматриваются и другие пороговые значения, 

например, по меньшей мере 1,16, 1,18, 1,19, 1,21, 1,22 и т.д., и такие пороговые значения также находятся 

в рамках данного изобретения. В других воплощениях значимым является увеличение риска по меньшей 

мере около 10%, включая, но не ограничиваясь значениями, около 15%, около 20%, около 25%, около 

30%, около 35%, около 40%, около 45%, около 50%, около 55%, около 60%, около 65%, около 70%, око-

ло 75%, около 80%, около 85%, около 90%, около 95% и около 100%. В одном конкретном воплощении 

значимым является увеличение риска по меньшей мере на 15%. В других воплощениях значимым явля-

ется увеличение риска по меньшей мере на 17%, по меньшей мере на 20%, по меньшей мере на 22%, по 

меньшей мере на 24%, по меньшей мере на 25%, по меньшей мере на 30%, по меньшей мере на 32% и по 

меньшей мере на 35%. Другие пороговые значения или диапазоны, которые специалисты сочтут подхо-

дящими для характеристики изобретения, также рассматриваются, и они также находятся в рамках дан-

ного изобретения. В определенных воплощениях значимое увеличение риска характеризуется значением 

р, например значением р менее 0,05, менее 0,01, менее 1×10
-3

 (0,001), менее 1×10
-4

 (0,0001), менее 1×10
-4

 

(0,00001), менее 1×10
-5

 (0,000001), менее 1×10
-6

 (0,0000001), менее 1×10
-7

 (0,00000001) или менее 1×10
-8

 

(0,000000001). 

Связанный с риском полиморфный маркер или гаплотип по данному изобретению представляет со-

бой по меньшей мере один аллель по меньшей мере одного маркера или гаплотип, встречающийся более 

часто у индивида, имеющего риск развития заболевания или его признаков (пораженного), или с диагно-

стированным заболеванием или его признаками, по сравнению с частотой его встречаемости в группе 

сравнения (в контроле), так что наличие маркера или гаплотипа указывает на предрасположенность к 

заболеванию или его признакам (например, раку молочной железы). Контрольная группа в одном во-

площении может быть популяционной (выборкой, т.е. случайной выборкой из общей популяции). В дру-

гом воплощении контрольная группа представлена группой индивидов, не имеющих заболевания, т.е. 

индивидами, у которых не диагностирован рак молочной железы. Такие не имеющие заболевания кон-

троли могут в одном воплощении характеризоваться отсутствием одного или более специфических сим-

птомов, ассоциированных с заболеванием. В другом воплощении контрольная группа лиц, не имеющих 

заболевания, характеризуется отсутствием одного или более факторов риска, специфических для заболе-

вания. Такие факторы риска в одном воплощении представляют собой по меньшей мере один фактор 

риска окружающей среды. Примерами факторов окружающей среды являются натуральные продукты, 

минералы или химические вещества, для которых известна или предполагается способность влиять на 

риск развития определенного заболевания или его признаки. Другие факторы риска окружающей среды 

являются факторами риска, относящимися к образу жизни, включая особенности питания и питья, гео-

графическое расположение места проживания, и профессиональные факторы риска, но не ограничивают-

ся ими. В другом воплощении факторы риска представляют собой по меньшей мере один генетический 

фактор риска. 

Примером простого теста на корреляцию может быть точный тест Фишера в таблице два на два. 

Для заданной когорты хромосом таблица два на два строится исходя из числа хромосом, которые вклю-

чают оба маркера или гаплотипа, один из маркеров или гаплотипов, и хромосом, которые не включают 

ни один из маркеров или гаплотипов. Другие статистические тесты на ассоциацию, известные специали-

стам, также рассматриваются и находятся в рамках изобретения. 

В других воплощениях по изобретению индивид с пониженной предрасположенностью (т.е. со 

сниженным риском) к заболеванию или его признакам является индивидом, у которого идентифициро-

ван по меньшей мере один специфический аллель одного или более полиморфного маркера или гаплоти-

па, обусловливающий пониженную предрасположенность к заболеванию или его признакам. Аллели 

маркеров и/или гаплотипы, обусловливающие пониженный риск, также называются протективными. В 

одном аспекте протективный маркер или гаплотип - это тот, который обусловливает значимо понижен-

ный риск (или предрасположенность) заболевания или его признаков. В одном воплощении значимо по-

ниженный риск выражается как относительный риск менее чем 0,90, включая, но не ограничиваясь зна-

чениями менее чем 0,85, менее чем 0,80, менее чем 0,75, менее чем 0,7, менее чем 0,6, менее чем 0,5, ме-

нее чем 0,4, менее чем 0,3, менее чем 0,2 и менее чем 0,1. В одном конкретном воплощении значимо по-

ниженный риск составляет менее 0,90. В другом воплощении значимо пониженный риск составляет ме-

нее 0,85. В еще одном воплощении значимо пониженный риск составляет менее 0,80. В другом воплоще-

нии снижением риска (или предрасположенности) является снижение по меньшей мере на 10%, включая, 

но не ограничиваясь значениями по меньшей мере 15%, по меньшей мере 20%, по меньшей мере 25%, по 
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меньшей мере 30%, по меньшей мере 35%, по меньшей мере 40%, по меньшей мере 45%, по меньшей 

мере 50%, по меньшей мере 55%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 65%, по меньшей мере 70%, 

по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95% и по мень-

шей мере 98%. В одном конкретном воплощении значимым снижением риска является снижение по 

меньшей мере около 15%. В другом воплощении значимым является снижение риска по меньшей мере 

около 20%. В другом воплощении снижением риска является снижение по меньшей мере около 25%. 

Другие пороговые значения или диапазоны, которые специалисты сочтут подходящими для характери-

стики изобретения, также находятся в рамках данного изобретения. 

Специалистам в данной области известно, что для полиморфных маркеров, присутствующих в ис-

следуемой популяции в двух аллелях (таких как ОНП), при обнаружении одного аллеля в популяции в 

группе индивидов с признаками заболевания или заболеванием с повышенной частотой по сравнению с 

контролем другой аллель или маркер будет обнаруживаться в группе индивидов с признаками заболева-

ния или заболеванием с пониженной частотой по сравнению с контролем. В таком случае один аллель 

маркера (тот, что обнаруживается с повышенной частотой среди индивидов с признаками заболевания 

или заболеванием) будет аллелем, связанном с риском, а другой аллель будет протективным аллелем. 

Генетический вариант, ассоциированный с заболеванием или признаком заболевания (например, 

раком молочной железы), может применяться самостоятельно для прогнозирования риска заболевания 

по данному фенотипу. Для биаллельных маркеров, таких как ОНП, существует 3 возможных генотипа: 

гомозиготный по связанному с риском варианту, гетерозиготный и не несущий вариант, связанный с рис-

ком. Риск, ассоциируемый с вариантами по множеству локусов, может применяться для оценки совокуп-

ного риска. При множестве вариантов ОНП возможное число генотипов к определяется формулой 

k=3
n
×2

p
; где n является числом аутосомных локусов, а p является числом гоносомных локусов (на поло-

вой хромосоме). При оценке совокупного риска, как правило, принимается, что относительные риски по 

разным генетическим вариантам мультиплицируются, т.е. совокупный риск (например, RR или OR), ас-

социированный с определенной комбинацией генотипа, является производным от значений риска для 

генотипа по каждому локусу. Если представленный риск является относительным риском для одного 

лица, или для определенного генотипа лица, в сравнении с референсной популяцией, сопоставимой по 

полу и возрасту, то общий риск является производным значений риска, характерных для определенных 

локусов, и соответствует оценке совокупного риска в сравнении с популяцией. Если риск для одного ли-

ца основан на сравнении с лицами, не являющимися носителями связанного с риском аллеля, то общий 

риск соответствует оценке, позволяющей сравнить это лицо с заданной комбинацией генотипов по всем 

локусам с группой индивидов, которые не имеют связанных с риском вариантов по какому-либо из этих 

локусов. Группа лиц, не являющихся носителями какого-либо из связанных с риском вариантов, имеет 

наименьший оцениваемый риск и имеет общий риск, равный 1,0, при сравнении с самой собой (т.е. с 

группой, не являющейся носителями), но имеет совокупный риск менее 1,0 при сравнении с популяцией. 

Следует отметить, что группа лиц, не являющихся носителями, потенциально может быть очень малой, 

особенно по большому числу локусов, и в этом случае ее значимость соответственно небольшая. 

Мультипликативная модель представляет собой простую модель, которая, как правило, достаточно 

хорошо описывает данные по сложным признакам. Отклонения от мультипликативности для часто 

встречающихся вариантов для распространенных заболеваний описываются редко, а если описываются, 

то, как правило, являются только предположительными, так как для демонстрации статистически досто-

верных взаимосвязей между локусами требуются очень большие размеры выборок. 

Для рассмотрения одного примера примем, что описано всего 8 вариантов, ассоциированных с ра-

ком простаты (Gudmundsson, J., et al., Nat Genet 39:631-7 (2007), Gudmundsson, J., et al., Nat Genet 39:977-

83 (2007); Yeager, M., et al., Nat Genet 39:645-49 (2007), Amundadottir, L., et al., Nat Genet 38:652-8 (2006); 

Haiman, C.A., et al., Nat Genet 39:638-44 (2007)). Семь из этих локусов находятся на аутосомах, а остав-

шийся один локус находится на хромосоме X. Общее число теоретически возможных генотипических 

комбинаций составляет 3
7
×2

1
=4374. Некоторые из этих классов генотипов являются очень редкими, но 

все же возможными и должны учитываться при оценке совокупного риска. Вероятно, что мультиплика-

тивная модель, применяемая в случае множества генетических вариантов, будет также валидна при соче-

тании с негенетическими вариантами, связанными с риском, при предположении, что генетические вари-

анты не имеют четкой корреляции с факторами "окружающей среды". Другими словами, при мультипли-

кативной модели для оценки общего риска должны оцениваться как генетические, так и негенетические 

варианты, связанные с риском, при предположении, что между негенетическими и генетическими факто-

рами риска отсутствует взаимодействие. 

Используя аналогичный количественный подход, можно оценивать общий или совокупный риск, 

ассоциированный с множеством вариантов, ассоциированных с раком молочной железы. 

Неравновесие по сцеплению. 

Естественный феномен рекомбинации, происходящей в каждой паре хромосом в среднем одно-

кратно в ходе каждого мейоза, представляет один из способов, с помощью которого природой обеспечи-

ваются вариации последовательностей (и вследствие этого биологической функции). Обнаружено, что 
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рекомбинация в геноме происходит не случайным образом, а скорее существуют большие вариации в 

частотах рекомбинации, что обусловливает существование небольших участков с высокой частотой ре-

комбинации (также называемых горячими точками рекомбинации) и больших участков с низкой часто-

той рекомбинации, обычно обозначаемыми блоками неравновесия по сцеплению (НС) (Myers, S. et al., 

Biochem Soc Trans 34:526-530 (2006); Jeffreys, A.J., et al., Nature Genet 29:217-222 (2001); May, C.A., et al., 

Nature Genet 31:272-275 (2002)). 

Неравновесие по сцеплению (НС) относится к неслучайному распределению двух генетических 

элементов. Например, если определенный генетический элемент (например, "аллель" полиморфного 

маркера или гаплотип) встречается в популяции с частотой 0,50 (5,0%) и другой элемент встречается с 

частотой 0,50 (50%), то расчетная встречаемость обоих элементов у человека составит 0,25 (25%), учи-

тывая случайное распределение элементов. Однако если обнаружится, что оба элемента встречаются 

вместе с частотой выше чем 0,25, то говорят, что элементы находятся в неравновесии по сцеплению, так 

как они имеют тенденцию наследоваться совместно с более высокой частотой, чем можно ожидать при 

независимости частот их встречаемости. Грубо говоря, НС обычно коррелирует с частотой рекомбина-

ции между двумя элементами. Частота аллеля или гаплотипа в популяции может быть определена путем 

генотипирования индивидов в популяции и определения встречаемости в популяции каждого аллеля или 

гаплотипа. В популяциях диплоидных организмов, например человеческой популяции, индивиды обыч-

но имеют по два аллеля для каждого генетического элемента (например, маркера, гаплотипа или гена). 

Для оценки силы неравновесия по сцеплению (НС) были предложены различные показатели (обзор 

в Devlin, В. & Risen, N., Genomics 29:311-22 (1995)). Большинство из них оценивают силу ассоциации 

между парами диаллельных сайтов. Двумя важными попарными показателями НС являются r
2
 (иногда 

изображаемый как ∆
2
) и |D'| (Lewontin, R., Genetics 49:49-67 (1964); Hill, W.G. & Robertson, A. Theor. 

Appl. Genet. 22:226-231 (1968)). Оба показателя изменяются от 0 (отсутствие неравновесия) до 1 ("пол-

ное" неравновесие), но их интерпретация несколько различается. |D'| определяется таким образом, что он 

равен 1, только если существуют два или три из возможных гаплотипов, и он <1, если существуют все 

четыре возможных гаплотипа. Таким образом, значение |D'|<1 указывает на то, что в ходе эволюции ме-

жду двумя сайтами могла произойти рекомбинация (повторная мутация также может обусловливать зна-

чения |D'|<1, но для однонуклеотидных полиморфизмов (ОНП) это обычно считается менее вероятным, 

чем рекомбинация). Показатель r
2
 отражает статистическую корреляцию между двумя сайтами и прини-

мает значение 1, только если существуют два гаплотипа. 

Показатель r
2
, возможно, является наиболее подходящим показателем картирования сцепления, по-

скольку существует простое обратное отношение между r
2
 и размером выборки, необходимым для обна-

ружения ассоциации между предрасположенностью к заболеванию и ОНП. Эти показатели определяют-

ся для двух сайтов, но в некоторых случаях может требоваться определение того, насколько сильным 

является НС по всему участку, содержащему множество полиморфных сайтов (например, определение 

достоверно ли отличается сила НС между локусами или между популяциями, или является ли НС в уча-

стке более сильным или слабым по сравнению с предсказанным по определенной модели). Измерение 

НС в участке не является простым, одним из подходов, разработанных в популяционной генетике, явля-

ется применение показателя r. Грубо говоря, r показывает, какой должна быть рекомбинация в конкрет-

ной популяционной модели для возникновения НС, наблюдаемого в результатах. Данный способ дает 

возможность использования статистического подхода для оценки того, что данные НС демонстрируют 

свидетельства существования горячих точек рекомбинации. Для описанных здесь способов значимой 

величиной r
2
 между генетическими элементами (такими как ОНП маркеры) может быть по меньшей мере 

0,1, например по меньшей мере 0,1, 0,15, 0,2, 0,25, 0,3, 0,35, 0,4, 0,45, 0,5, 0,55, 0,6, 0,65, 0,7, 0,75, 0,8, 

0,85, 0,9, 0,91, 0,92, 0,93, 0,94, 0,95, 0,96, 0,97, 0,98, 0,99 или 1,0. В одном предпочтительном воплощении 

значимой величиной r
2
 может быть по меньшей мере 0,2. Кроме того, неравновесие по сцеплению в дан-

ном описании означает неравновесие по сцеплению, характеризуемое значениями |D'| по меньшей мере 

0,2, например 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,85, 0,9, 0,95, 0,96, 0,97, 0,98 или по меньшей мере 0,99. Таким 

образом, неравновесие по сцеплению отражает корреляцию между аллелями отдельных маркеров. Оно 

измеряется коэффициентом корреляции или |D'| (r
2
 до 1,0 и |D'| до 1,0). Неравновесие по сцеплению мо-

жет быть определено в одной человеческой популяции, согласно данному описанию, или оно может 

быть определено в нескольких выборках, составленных из индивидов, происходящих более чем из одной 

человеческой популяции. В одном воплощении изобретения НС определяется в выборке из одной или 

более популяций НарМар (европеоидной, африканской, японской, китайской) согласно описанию 

(http://www.hapmap.org). В одном из таких воплощений НС определяется в популяции CEU выборок На-

рМар. В другом воплощении НС определяется в популяции YRI. В другом воплощении НС определяется 

в европейской популяции. В еще одном воплощении НС определяется в исландской популяции. 

Если бы все полиморфизмы в геноме были идентичными на уровне популяции, то в ассоциативных 

исследованиях необходимо было бы изучать каждый из них. Однако благодаря существованию неравно-

весия по сцеплению между полиморфизмами между тесно связанными полиморфизмами наблюдается 

сильная корреляция, что сокращает число полиморфизмов, которые требуется изучить в ассоциативном 

исследовании для обнаружения значимой ассоциации. Другим следствием существования НС является 
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то, что между многими полиморфизмами прослеживается сигнал, указывающий на ассоциацию, по-

скольку между этими полиморфизмами существует сильная корреляция. 

Были разработаны генетические карты НС в геноме, и такие карты НС были предложены для ис-

пользования в качестве основы для картирования генов, связанных с заболеваниями (Risch, N. & 

Merkiangas, K., Science 273:1516-1517 (1996); Maniatis, N., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99:2228-2233 

(2002); Reich, D.E. et al., Nature 411:199-204 (2001)). 

На данный момент установлено, что многие части человеческого генома могут быть разбиты на се-

рии отдельных блоков гаплотипов, содержащих несколько общих гаплотипов; в этих блоках данные не-

равновесия по сцеплению не демонстрируют значительных свидетельств рекомбинации (см., например, 

Wall., J.D. and Pritchard, J.K., Nature Reviews Genetics 4:587-597 (2003); Daly, M. et al., Nature Genet. 

29:229-232 (2001); Gabriel, S.B. et al., Science 296:2225-2229 (2002); Patil, N. et al., Science 294:1719-1723 

(2001); Dawson, E. et al., Nature 418:544-548 (2002); Phillips, M.S. et al., Nature Genet. 33:382-387 (2003)). 

Существует два основных способа определения таких блоков гаплотипов: блоки могут быть опре-

делены как участки ДНК, имеющие ограниченное разнообразие по гаплотипам (см., например, Daly, M. 

et al., Nature Genet. 29:229-232 (2001); Patil, N. et al., Science 294:1719-1723 (2001); Dawson, E. et al., Nature 

418:544-548 (2002); Zhang, K. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99:7335-7339 (2002)), или как участки меж-

ду зонами с интенсивным темпом обмена, демонстрирующими значительную рекомбинацию в истории 

человечества, на что указывает неравновесие по сцеплению (см., например, Gabriel, S.B. et al., Science 

296:2225-2229 (2002); Phillips, M.S. et al., Nature Genet 33:382-387 (2003); Wang, N. et al., Am. J. Hum. 

Genet. 71:1227-1234 (2002); Stumpf, M.P., and Goldstein, D.B., Curr. Biol. 13:1-8 (2003)). Недавно была раз-

работана подробная карта частот рекомбинации и соответствующих горячих точек в человеческом гено-

ме (Myers, S., et al., Science 310:321-32324 (2005); Myers, S. et al., Biochem. Soc. Trans 34:526530 (2006)). 

Карта отражает огромную вариацию по рекомбинации в геноме, с частотами рекомбинации, доходящими 

до 10-60 сМ/Мб в горячих точках и приближающимися к 0 в участках между ними, что, таким образом, 

отражает участки ограниченного разнообразия по гаплотипам и высокое НС. Следовательно, карта мо-

жет быть использована для определения блоков гаплотипов/блоков НС как участков, ограниченных го-

рячими точками рекомбинации. В данном описании термин "блок гаплотипа" или "блок неравновесия по 

сцеплению" включает блоки, определенные согласно любым из вышеописанных характеристик или дру-

гими альтернативными способами, применяемыми специалистами для определения таких участков. 

Таким образом, очевидно, что при наличии какой-либо ассоциации с полиморфным маркером ге-

нома вероятно, что ассоциация обнаружится и между дополнительными маркерами генома. Это является 

естественным следствием неравного распределения НС по геному, что выражается в виде большой ва-

риации частот рекомбинации. Маркеры, использованные для выявления ассоциации, таким образом яв-

ляются "ярлыками" для участка генома (т.е. блока гаплотипа или блока НС), для которого обнаружена 

ассоциация с заданным заболеванием или признаком заболевания. Внутри участка, имеющего ассоциа-

цию с заболеванием или признаком заболевания, может существовать один или более "причинных" 

(функциональных) вариантов или мутаций. Функциональный вариант может представлять собой другой 

ОНП, полиморфизм тандемных повторов (например, минисателлит или микросателлит), мобильный ге-

нетический элемент или вариацию числа копий, например инверсию, делецию или инсерцию. Такие ва-

рианты, находящиеся в НС с вариантами, описываемыми здесь, могут обусловливать более высокий от-

носительный риск (RR) или отношение шансов (OR) по сравнению с маркерами-"ярлыками", использо-

ванными для обнаружения ассоциации. Данное изобретение, таким образом, касается маркеров, приме-

няемых для обнаружения ассоциации с заболеванием, по данному описанию, а также маркеров в нерав-

новесии по сцеплению с маркерами. Так, в определенных воплощениях изобретения маркеры, находя-

щиеся в НС с маркерами и/или гаплотипами по изобретению, согласно данному описанию могут исполь-

зоваться как суррогатные маркеры. Суррогатные маркеры в одном воплощении имеют значения относи-

тельного риска (RR) и/или отношения шансов (OR) меньше, чем для маркеров или гаплотипов, для кото-

рых исходно была обнаружена ассоциация с заболеванием, по данному описанию. В других воплощени-

ях суррогатные маркеры имеют показатели RR или OR выше тех, что были исходно обнаружены для 

маркеров, для которых исходно была обнаружена ассоциация с заболеванием, по данному описанию. 

Примером такого воплощения может быть редкий или относительно редкий (например, с частотой алле-

ля в популяции < 10%) вариант в НС с более распространенным вариантом (частота встречаемости в по-

пуляции > 10%), для которого исходно была обнаружена ассоциация с заболеванием, например, с опи-

санными здесь вариантами. Идентификация и использование таких маркеров для выявления ассоциации, 

обнаруженной авторами изобретения, согласно данному описанию может выполняться с помощью ру-

тинных методов, хорошо известных специалистам, и, таким образом, находится в рамках данного изо-

бретения. 

Определение частот гаплотипов. 

Частоты гаплотипов в контрольной группе и группе пациентов могут быть оценены с применением 

алгоритма максимизации ожидания (Dempster A. et al., J. R. Stat. Soc. В, 39:1-38 (1977)). Применение 

данного алгоритма позволяет работать при отсутствующих генотипах и неопределенности гаплотипа. 

При нулевой гипотезе принимается, что пациенты и контроли имеют одинаковые частоты. С помощью 
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метода правдоподобия проверяется альтернативная гипотеза, при которой допускается, что связанный с 

риском кандидатный гаплотип, который может включать описанные здесь маркеры, может иметь более 

высокую частоту у пациентов по сравнению с контролями, в то время как соотношения частот других 

гаплотипов в обоих группах считаются одинаковыми. Максимизация правдоподобия проводится раз-

дельно для обеих гипотез и статистическая достоверность оценивается с помощью соответствующей ста-

тистики отношения правдоподобия с 1 степенью свободы. 

Для рассмотрения связанных с риском и протективных маркеров и гаплотипов в составе региона, 

связанного с предрасположенностью, например в составе региона блока НС, исследуется ассоциация 

всех возможных комбинаций генотипированных маркеров в составе региона. Объединенные группы па-

циентов и контролей могут быть случайным образом поделены на две группы, равные по размеру исход-

ным группам пациентов и контролей. Затем анализ маркеров и гаплотипов повторяется и определяется 

наиболее статистически достоверное значение Р из всех определенных. Такая процедура рандомизации 

может быть повторена, например, более 100 раз для получения эмпирического распределения значений 

Р. В предпочтительном воплощении значение Р <0,05 указывает на достоверную ассоциацию маркера 

и/или гаплотипа. 

Анализ гаплотипов. 

Один из общих подходов к анализу гаплотипов включает их выведение, основанное на правдоподо-

бии, которое применяется в NEsted MOdels (Gretarsdottir S., et al., Nat. Genet. 35:131-38 (2003)). Данный 

способ используется в программе NEMO, позволяющей анализировать множество полиморфных марке-

ров, ОНП и микросателлитов. Способ и программное обеспечение специально разработаны для исследо-

ваний случай-контроль, целью которых является идентификация групп гаплотипов, которые обусловли-

вают различный риск. Он также является инструментом для изучения структур НС. В NEMO оценки 

максимального правдоподобия, отношения правдоподобия и значения Р подсчитываются напрямую при 

обработке имеющихся данных с помощью алгоритма максимизации правдободобия (от англ. Expectation 

Maximization, EM), позволяющего решить проблему недостающих данных. 

Несмотря на то что тест отношения правдоподобия, основанный на правдоподобии, подсчитанном 

напрямую для наблюдаемых данных, зафиксировавших потерю информации из-за неопределенности 

гаплотипов и пропусках генотипов, достаточно надежен для получения достоверных значений Р, все же 

представляет интерес узнать, какое количество информации было потеряно из-за неполноты информа-

ции. Измерение количества информации для анализа гаплотипа описано у Nicolae и Kong (Technical Re-

port 537, Department of Statistics, University of Statistics, University of Chicago; Biometrics, 60(2):368-75 

(2004)) как естественное обобщение определения мер количества информации, используемого при ана-

лизе сцепления, и применяется в NEMO. 

В случае ассоциации с заболеванием одного маркера для расчета двусторонних значений Р для ка-

ждого отдельного аллеля может применяться точный тест Фишера. Обычно, при отсутствии специаль-

ных оговорок, все значения Р представлены без коррекции на множественность сравнений. Представлен-

ные частоты (для микросателлитов, ОНП и гаплотипов) являются аллельными частотами, а не частотами 

носительства. Для уменьшения возможной систематической ошибки, обусловленной родством пациен-

тов, рекрутированных целыми семьями, из списка пациентов могут быть исключены родственники пер-

вой и второй степени. Кроме этого, тест может быть повторен для корректирования ассоциации, обу-

словленной возможно оставшимися родственными связями между пациентами, путем обобщения проце-

дуры уточнения дисперсии, описанной ранее для сибсов (Risch, N. & Teng, J. (Genome Res., 8:1273-1288 

(1998)), таким образом, что ее можно применить для родственных связей вообще, и представить для 

сравнения как скорректированные, так и нескорректированные значения р. Для поправки на родство ме-

жду индивидами и возможную стратификацию может также применяться так называемый "метод геном-

ных контролей" (Devlin, В. & Roeder, K. Biometrics 55:997 (1999)). Как и предполагается, различия обыч-

но бывают очень малы. Для оценки значимости ассоциации одного маркера, скорректированной на 

большое количество тестов, можно провести рандомизирующий тест с использованием тех же генотипи-

ческих данных. Когорты пациентов и контролей могут быть рандомизированы и ассоциативный анализ 

проведен заново множество раз (например, до 500000 раз), тогда значение Р будет долей реплик, давших 

значение Р для некоторого аллеля маркера, меньшее или равное значению Р, наблюдавшемуся в исход-

ных когортах пациентов и контролей. 

Как для анализа одиночных маркеров, так и гаплотипов, можно подсчитать относительный риск и 

(RR) популяционный атрибутивный риск (PAR) с применением мультипликативной модели (модели от-

носительного риска гаплотипов) (Terwilliger, J.D. & Ott, J., Hum. Hered. 42:337-46 (1992) and Falk, C.T. & 

Rubinstein, P, Ann. Hum. Genet. 51 (Pt 3):227-33 (1987)), т.е. предположении, что при носительстве двух 

аллелей/гаплотипов риск мультиплицируется. Например, если риск "А" по сравнению с "а" равен RR, то 

риск у гомозиготного "АА" человека будет в RR раз больше по сравнению с гетерозиготой "Аа" и в RR
2
 

раз больше по сравнению с гомозиготой "аа". Мультипликативная модель имеет допущение, которое 

упрощает анализ и подсчеты - о том, что гаплотипы независимы, т.е. соответствуют равновесию Харди-

Вайнберга, как в популяции "пораженных", так и в контрольной популяции. В результате, частоты гап-

лотипов "пораженных" и контролей имеют мультиномиальное распределение, но при альтернативных 
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гипотезах частоты гаплотипов различаются. В частности, для двух гаплотипов, hi и hj, 

риск(hi)/риск(hj)=(fi/pi)/(fj/pj), где f и р обозначают соответственно частоты в популяции "пораженных" и в 

популяции "контролей". Хотя в случае, если истинная модель не является мультипликативной, происхо-

дит некоторое снижение мощности, это снижение оказывается умеренным, за исключением некоторых 

крайних случаев. Наиболее важно то, что значения Р всегда валидны, поскольку они подсчитаны для ну-

левой гипотезы. 

Сигнал, указывающий на ассоциацию, выявленный в одном ассоциативном исследовании, может 

быть воспроизведен на другой когорте, предпочтительно из другой популяции (например, из другого 

региона той же страны или из другой страны) той же самой или другой этнической принадлежности. 

Преимущество дублирующих исследований состоит в том, что число тестов, проводимых в дублирую-

щих исследованиях, меньше и, следовательно, применяется менее строгий статистический показатель. 

Например, при общегеномном поиске вариантов, обусловливающих предрасположенность к определен-

ному заболеванию или признакам, с применением 300000 ОНП, может проводиться коррекция на 300000 

проведенных тестов (по одному для каждого ОНП). Поскольку между многими ОНП на матрицах, ис-

пользуемых обычно, наблюдается корреляция (т.е. неравновесие по сцеплению), они не являются неза-

висимыми. Таким образом, коррекция является консервативной. Однако при применении подобного кор-

ректирующего фактора требуется, чтобы наблюдающееся значение Р составляло менее 

0,05/300000=1,7×10
-7

 для того, чтобы сигнал можно было считать значимым после применения этого 

консервативного теста к результатам, полученным на одной исследуемой когорте. Очевидно, что сигна-

лы, выявленные в общегеномных ассоциативных исследованиях, у которых значения Р меньше такого 

консервативного порогового уровня, являются показателями истинного генетического эффекта, и с точки 

зрения статистики, воспроизведение на дополнительных когортах не является необходимым. Однако 

поскольку корректирующий фактор зависит от количества проведенных статистических тестов, в случае, 

если один сигнал (один ОНП) из первоначального исследования воспроизводится на второй когорте слу-

чай-контроль, соответствующим статистическим тестом на достоверность является тест, проводимый 

при единственном сравнении, т.е. значение Р должно быть менее 0,05. Дублирующие исследования на 

одной или даже нескольких когортах случай-контроль имеют дополнительное преимущество в том, что 

проводится оценка сигнала, указывающего на ассоциацию, в дополнительных популяциях, таким обра-

зом одновременно подтверждаются первоначальные результаты и проводится оценка общей значимости 

генетического варианта(ов), протестированного(ых) в человеческих популяциях в целом. 

Результаты по нескольким когортам случай-контроль могут также объединяться для получения об-

щей оценки основополагающего эффекта. Методика, обычно применяемая для объединения результатов, 

полученных в нескольких генетических ассоциативных исследованиях, представляет собой метод Ман-

теля-Хензеля (Mantel and Haenszel, J. Natl Cancer Inst 22:719-48 (1959)). Метод разработан для ситуаций, 

при которых объединяются результаты по ассоциации в различных популяциях, в каждой из которых 

возможно наблюдается различная популяционная частота генетического варианта. Метод позволяет объ-

единять результаты при допущении, что эффект варианта на риск развития заболевания, измеряемый 

показателями OR или RR, во всех популяциях является одинаковым, тогда как частота варианта может 

различаться между популяциями. Объединение результатов по нескольким популяциям имеет дополни-

тельное преимущество, заключающееся в том, что общая мощность при выявлении истинного основопо-

лагающего сигнала, указывающего на ассоциацию, повышается благодаря повышению статистической 

мощности, обусловленной объединением когорт. Кроме того, любые недостатки в отдельных исследова-

ниях, например, из-за недостаточного соответствия между случаями и контролями или стратификации 

популяции будут уравновешиваться при объединении результатов по нескольким когортам, также позво-

ляя лучше оценить истинный основополагающий генетический эффект. 

Оценка риска и диагностика. 

В составе любой заданной популяции существует абсолютный риск развития заболевания или при-

знака, определяемый как вероятность развития у лица определенного заболевания или признака за опре-

деленный промежуток времени. Например, для женщины абсолютный пожизненный риск развития рака 

молочной железы составляет 1 из 9, т.е. у одной женщины из 9 в какой-то момент их жизни разовьется 

рак молочной железы. Риск обычно определяется при рассмотрении очень большого количества людей, а 

не отдельных индивидов. Риск чаще всего выражается в терминах абсолютного риска (AR) и относи-

тельного риска (RR). Относительный риск используется для сравнения рисков, ассоциированных с двумя 

вариантами, или рисков по двум различным группам людей. Например, он может применяться для срав-

нения группы людей с конкретным генотипом и другой группы людей, имеющих отличный генотип. В 

случае заболевания относительный риск, равный 2, означает, что в одной группе вероятность развития 

заболевания в два раза выше, чем в другой группе. Представленный риск, как правило, является относи-

тельным риском для лица, или для определенного генотипа лица, в сравнении с популяцией, сопостави-

мой по полу и возрасту. Риск для двух индивидов одного пола и возраста можно сравнить простым спо-

собом. Например, если при сравнении с популяцией первый индивид имеет относительный риск 1,5, а 

второй индивид имеет относительный риск 0,5, то риск первого индивида по сравнению со вторым инди-

видом составляет 1,5/0,5=3. 
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Согласно данному описанию определенные полиморфные маркеры и гаплотипы, включающие та-

кие маркеры, могут применяться для оценки риска рака молочной железы. Оценка риска может включать 

применение маркеров для диагностики предрасположенности к раку молочной железы. Определенные 

аллели полиморфных маркеров обнаруживаются у индивидов с раком молочной железы чаще, чем у ин-

дивидов без диагностированного рака молочной железы. Следовательно, эти аллели маркеров имеют 

прогностическую значимость для выявления у индивида рака молочной железы или предрасположенно-

сти к раку молочной железы. Маркеры-"ярлыки" в составе блоков гаплотипов или блоков НС, включаю-

щие связанные с риском маркеры, такие как маркеры по данному изобретению, могут применяться в ка-

честве суррогатов для других маркеров и/или гаплотипов в составе блока гаплотипов или блока НС. 

Маркеры со значениями r
2
, равными 1, являются идеальными суррогатами для связанных с риском вари-

антов, т.е. генотипы одного маркера позволяют идеально спрогнозировать генотипы другого. Маркеры 

со значениями r
2
 менее 1 также могут служить суррогатами для связанных с риском вариантов или, кро-

ме того, представлять варианты с такими же высокими значениями относительного риска или, возможно, 

даже более высокими, чем у связанного с риском варианта. Идентифицированный связанный с риском 

вариант сам по себе может не быть функциональным вариантом, но в этом случае может находиться в 

неравновесии по сцеплению с истинно функциональным вариантом. Функциональный вариант может, 

например, представлять собой тандемный повтор, такой как минисателлит или микросателлит, мобиль-

ный генетический элемент (например, Alu элемент), или изменение структуры, такое как делеция, инсер-

ция или инверсия (иногда также обозначаемое вариациями числа копий, или CNV). Данное изобретение 

включает оценку таких суррогатных маркеров для маркеров по данному описанию. Такие маркеры опи-

саны, картированы и приведены в общедоступных базах данных, известных специалистам, или могут 

быть легко идентифицированы путем секвенирования участка или его части, идентифицированного мар-

керами по данному изобретению у группы индивидов, и идентифицируют полиморфизмы в полученной 

группе последовательностей. В результате, специалисты могут легко и без чрезмерных усилий генотипи-

ровать суррогатные маркеры, находящиеся в неравновесии по сцеплению с маркерами и/или гаплотипа-

ми по данному описанию. Маркеры-"ярлыки", или суррогатные маркеры, находящиеся в НС с обнару-

женными связанными с риском вариантами, также имеют прогностическое значение для выявления ас-

социации с раком молочной железы или предрасположенности индивида к раку молочной железы. Такие 

маркеры-"ярлыки", или суррогатные маркеры, находящиеся в НС с маркерами по данному изобретению, 

могут также включать и другие маркеры, которые характеризуют гаплотипы, поскольку они также име-

ют прогностическое значение для выявления предрасположенности к раку молочной железы. 

Данное изобретение в некоторых воплощениях может осуществляться посредством оценки образца, 

содержащего геномную ДНК индивида, на наличие вариантов, согласно данному описанию ассоцииро-

ванных с раком молочной железы. Такая оценка включает этапы определения наличия или отсутствия по 

меньшей мере одного аллеля по меньшей мере одного маркера, с помощью способов, хорошо известных 

специалистам и описываемых здесь, и определения на основе такой оценки существования повышенного 

или пониженного риска рака молочной железы (повышенной или пониженной предрасположенности) у 

индивида, от которого получен образец. Кроме того, изобретение может осуществляться с применением 

массива данных, содержащего информацию о генотипическом статусе по меньшей мере одного поли-

морфного маркера, согласно данному описанию ассоциированного с раком молочной железы (или мар-

керами, находящимися в неравновесии по сцеплению с по меньшей мере одним маркером, который, как 

здесь показано, ассоциирован с раком молочной железы). Другими словами, массив данных, содержащий 

информацию о таком генетическом статусе, например, в форме частот генотипа по определенному поли-

морфному маркеру или множеству маркеров (например, указания на наличие или отсутствие определен-

ных связанных с риском аллелей), или реальные генотипы по одному маркеру или более, может быть 

исследован на наличие или отсутствие определенных связанных с риском аллелей определенных поли-

морфных маркеров, для которых авторами изобретения продемонстрирована ассоциация с раком молоч-

ной железы. Положительный результат по варианту (например, аллелю маркера), ассоциированному с 

повышенным риском рака молочной железы согласно данному описанию, указывает на то, что индивид, 

для которого получен массив данных, имеет повышенную предрасположенность к раку молочной желе-

зы (повышенный риск). 

В определенных воплощениях изобретения корреляция полиморфного маркера с раком молочной 

железы выявляется при сравнении данных генотипа полиморфного маркера с переводной таблицей, по-

казывающей корреляцию между по меньшей мере одним аллелем полиморфизма и раком молочной же-

лезы. В некоторых воплощениях таблица показывает корреляцию по одному полиморфизму. В других 

воплощениях таблица показывает корреляцию по множеству полиморфизмов. В обоих случаях по ссыл-

кам на переводную таблицу, указывающую на наличие корреляции между маркером и раком молочной 

железы, для индивида, у которого получен образец, можно определить риск развития рака молочной же-

лезы или предрасположенность к раку молочной железы. В некоторых воплощениях корреляция отраже-

на в виде статистического показателя. Статистический показатель может быть выражен в виде показате-

ля риска, например относительного риска (RR), абсолютного риска (AR) или отношения шансов (OR). 

Маркеры по изобретению, например полиморфные маркеры на хромосоме 5р12 и хромосоме 10q26, 
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маркеры, представленные в табл. 12-14, маркеры rs7703618, rs4415084, rs2067980, rs10035564, 

rs11743392, rs7716600, rs10941679, rs1219648, могут применяться в целях оценки риска и диагностики 

как по отдельности, так и в сочетании. Так, даже в случаях, когда увеличение риска по отдельным марке-

рам относительно умеренное, т.е. порядка 10-30%, ассоциация может иметь существенное значение. Так, 

относительно распространенные варианты могут вносить существенный вклад в совокупный риск (иметь 

высокий популяционный атрибутивный риск) либо комбинация маркеров может применяться для выде-

ления групп индивидов, которые в случае комбинации риска по маркерам будут иметь значительный 

суммарный риск развития заболевания. 

Например, оценка общего риска может быть основана на результатах генотипирования по маркерам 

на хромосоме 5р12 и хромосоме 10q26, например маркеру rs10941679 и маркеру rs1219648. Кроме того, 

могут оцениваться маркеры в НС с любым из эти маркеров. Другие маркеры, о которых известно, что 

они обусловливают риск рака молочной железы, также могут оцениваться совместно с описываемыми 

здесь маркерами, например маркеры на хромосоме 2q14 (например, маркер rs4848543 или маркеры в не-

равновесии по сцеплению с ним), 2q35 (например, маркер rs13387042 или маркеры в неравновесии по 

сцеплению с ним) и на хромосоме 16 (например, маркер rs3803662 или маркеры в неравновесии по сцеп-

лению с ним). 

Так, в одном воплощении изобретения для оценки совокупного риска применяется несколько вари-

антов (маркеров и/или гаплотипов). В одном воплощении эти варианты выбирают из вариантов по дан-

ному описанию. Другие воплощения включают применение вариантов по данному изобретению в ком-

бинации с другими вариантами, применяющимися в диагностике предрасположенности к раку молочной 

железы. В ходе такого анализа могут быть объединены результаты по двум или более маркерам, напри-

мер результаты по трем маркерам, четырем маркерам, пяти маркерам, шести маркерам, семи маркерам, 

восьми маркерам, девяти маркерам или десяти либо более маркерам. В таких воплощениях у индивида 

определяется генотипический статус нескольких маркеров и/или гаплотипов и статус индивида сравни-

вается с популяционной частотой ассоциированных вариантов или с частотой вариантов у клинически 

здоровых лиц, например лиц, сопоставимых по полу и возрасту. Известные способы, например много-

факторный анализ или анализ общего риска, могут применяться для определения совокупного риска, 

обусловленного генотипическим статусом по множественным локусам. Оценка риска на основании тако-

го анализа может впоследствии использоваться в способах и наборах по изобретению согласно данному 

описанию. 

Согласно вышеописанному структура блока гаплотипа человеческого генома имеет такую особен-

ность, что большое число вариантов (маркеров и/или гаплотипов) в неравновесии по сцеплению с вари-

антом, для которого исходно была отмечена ассоциация с заболеванием или признаком заболевания, мо-

жет использоваться в качестве суррогатных маркеров для оценки ассоциации с заболеванием или при-

знаком заболевания. Количество таких суррогатных маркеров будет зависеть от таких факторов, как ин-

тенсивность рекомбинации в участке в ходе истории человечества, частота мутаций в участке (т.е. число 

полиморфных сайтов или маркеров в участке) и степенью НС (размером блока НС) в участке. Эти мар-

керы обычно располагаются внутри физических границ изучаемого блока НС или блока гаплотипов, что 

определяется с помощью описываемых здесь способов или с помощью других способов, известных спе-

циалистам. Однако иногда ассоциация маркеров и гаплотипов оказывается выходящей за пределы физи-

ческих границ блока гаплотипов согласно определению. Такие маркеры и/или гаплотипы могут в таких 

случаях использоваться также в качестве суррогатных маркеров и/или гаплотипов для маркеров и/или 

гаплотипов, физически находящихся в составе блока гаплотипов согласно определению. Вследствие это-

го, маркеры и гаплотипы в НС (обычно характеризующиеся r
2
 более 0,1, например r

2
 более 0,2, включая 

r
2
 более 0,3, а также включая r

2
 более 0,4) с маркерами и гаплотипами по данному изобретению, также 

находятся в рамках данного изобретения, даже если они физически располагаются вне границ блока гап-

лотипов согласно определению. Сюда входят описанные здесь маркеры (например, в табл. 1 и 3, напри-

мер rs4415084, rs10941679, rs1219648), но могут также входить и другие маркеры, находящиеся в силь-

ном НС (характеризующемся r
2
 более 0,1 или 0,2 и/или |D'| > 0,8) с одним маркером или более, приведен-

ными в табл. 1 и 3. 

В случае описываемых здесь маркеров ОНП аллель, противоположный аллелю, частота которого 

повышена у пациентов (связанному с риском аллелю), обнаруживается с пониженной частотой у пациен-

тов с раком молочной железы. Следовательно, такие маркеры и гаплотипы в НС и/или включающие та-

кие маркеры являются протективными в отношении рака молочной железы, т.е. они обусловливают по-

ниженный риск или предрасположенность индивидов, несущих такие маркеры и/или гаплотипы, к разви-

тию рака молочной железы. 

Определенные варианты по данному изобретению, в том числе определенные гаплотипы, включают 

в некоторых случаях комбинации нескольких генетических маркеров, например ОНП и микросателлиты. 

Детектирование гаплотипов может проводиться способами определения последовательностей поли-

морфных сайтов, известными в данной области техники, и/или описываемыми здесь. Кроме того, корре-

ляция между определенными гаплотипами или группами маркеров и фенотипом заболевания может быть 

верифицирована с помощью стандартных методик. Репрезентативным примером простого теста на кор-
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реляцию является точный тест Фишера в таблице два на два. 

В определенных воплощениях аллель маркера или гаплотип, ассоциированный с раком молочной 

железы (например, аллели маркеров, приведенные в табл. 1 и 3, маркеры, приведенные в табл. 12-14, 

SEQ ID NO:1-237), представляет собой аллель маркера или гаплотип, встречающийся у индивидов с рис-

ком развития рака молочной железы ("пораженных") чаще по сравнению с частотой его встречаемости у 

здоровых индивидов (в контроле), и наличие аллеля маркера или гаплотипа указывает на рак молочной 

железы или предрасположенность к раку молочной железы. В других воплощениях связанные с риском 

маркеры, находящиеся в неравновесии по сцеплению с одним или более маркерами, ассоциированными с 

раком молочной железы являются маркерами-"ярлыками", встречающимися у индивидов с риском раз-

вития рака молочной железы ("пораженных") чаще по сравнению с частотой их встречаемости у здоро-

вых индивидов (в контроле), и наличие маркеров-"ярлыков" указывает на повышенную предрасполо-

женность к раку молочной железы. В следующем воплощении связанные с риском аллели маркеров (т.е. 

обусловливающие повышенную предрасположенность), находящиеся в неравновесии по сцеплению с 

одним или более маркерами, ассоциированными с раком молочной железы, являются маркерами, вклю-

чающими один или более аллелей, которые встречаются у индивидов с риском развития рака молочной 

железы чаще по сравнению с частотой их встречаемости у здоровых индивидов (в контроле), и наличие 

маркеров указывает на повышенную предрасположенность к раку молочной железы. 

Исследуемая популяция. 

В общепринятом смысле способы и наборы по изобретению могут применяться на образцах, со-

держащих геномную ДНК из любого источника, т.е. от любого индивида. В предпочтительных воплоще-

ниях индивид является человеческим индивидом. Индивид может быть взрослым, ребенком или плодом. 

Данное изобретение также предусматривает оценку маркеров и/или гаплотипов у индивидов, являющих-

ся членами целевой популяции. Такая целевая популяция в одном воплощении является популяцией или 

группой индивидов, имеющих риск развития заболевания на основании других генетических факторов, 

биомаркеров, биофизических параметров (например, веса, BMD, кровяного давления) или общих показа-

телей здоровья и/или образа жизни (например, онкологического заболевания в анамнезе, рака молочной 

железы в анамнезе, предшествующего диагноза заболевания, семейного анамнеза онкологического забо-

левания, семейного анамнеза рака молочной железы). 

Изобретение предусматривает воплощения, которые включают индивидов из определенных возрас-

тных подгрупп, таких как в возрасте старше 40, в возрасте старше 45, в возрасте старше 50, 55, 60, 65, 70, 

75, 80 или 85 лет. Другие воплощения изобретения относятся к другим возрастным группам, например 

группам индивидов в возрасте менее 85, в возрасте менее 80, в возрасте менее 75 или в возрасте менее 

70, 65, 60, 55, 50, 45, 40, 35 или 30 лет. Другие воплощения относятся к индивидам с развитием заболева-

ния в возрасте, приходящимся на любой из возрастных диапазонов, приведенных выше. Также предпола-

гается, что в определенных воплощениях может быть уместным возрастной диапазон, например возраст 

при начале заболевания более 45, но менее 60 лет. Однако рассматриваются и другие возрастные диапа-

зоны, включая все возрастные диапазоны, ограниченные возрастными значениями, приведенными выше. 

Изобретение также касается индивидов любого пола, мужчин или женщин. В некоторых воплощениях 

оно касается оценки субъектов мужского пола. В предпочтительных воплощениях оно касается оценки 

субъектов женского пола. 

Исландская популяция представляет собой европеоидную популяцию северо-европейского проис-

хождения. За последние годы было опубликовано большое число исследований, представляющих ре-

зультаты генетического сцепления и ассоциации в Исландской популяции. Во многих из этих исследова-

ний ассоциация вариантов с определенным заболеванием, первоначально идентифицированная на ис-

ландской популяции, была воспроизведена и в других популяциях (Styrkarsdottir, U., et al. N Engl J. Med 

Apr 29 2008 (Epub ahead of print); Thorgeirsson, Т., et al. Nature 452:638-42 (2008); Gudmundsson, J., et al. 

Nat Genet. 40:281-3 (2008); Stacey, S.N., et al., Nat Genet. 39:865-69 (2007); Helgadottir, A., et al., Science 

316:1491-93 (2007); Steinthorsdottir, V., et al., Nat Genet. 39:770-75 (2007); Gudmundsson, J., et al., Nat 

Genet. 39:631-37 (2007); Frayling, T.M., Nature Reviews Genet 8:657-662 (2007); Amundadottir, L.T., et al., 

Nat Genet. 38:652-58 (2006); Grant, S.F., et al., Nat Genet. 38:320-23 (2006)). Таким образом, генетические 

находки в исландской популяции в общем были воспроизведены в других популяциях, включая популя-

ции из Африки и Азии. 

Считается, что маркеры по данному изобретению, для которых была обнаружена ассоциация с ра-

ком молочной железы, демонстрируют схожую ассоциацию в других человеческих популяциях. Опреде-

ленные воплощения, включающие отдельные человеческие популяции, также рассматриваются и нахо-

дятся в рамках изобретения. Такие воплощения касаются человеческих субъектов, происходящих более 

чем из одной человеческой популяции, включая европеоидные популяции, популяции Европы, популя-

ции Америки, популяции Евразии, популяции Азии, популяции Центральной и Южной Азии, популяции 

Восточной Азии, популяции Среднего Востока, популяции Африки, популяции Латинской Америки и 

популяции Океании, но не ограничиваются ими. Популяции Европы включают шведскую, норвежскую, 

финскую, русскую, датскую, исландскую, ирландскую, кельтскую, английскую, шотландскую, голланд-

скую, бельгийскую, французскую, немецкую, испанскую, португальскую, итальянскую, польскую, бол-
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гарскую, славянскую, сербскую, боснийскую, чешскую, греческую и турецкую популяции, но не ограни-

чиваются ими. Кроме того, в других воплощениях изобретение может осуществляться на определенных 

человеческих популяциях, включая Банту, Манденка, Иоруба, Сан, Пигмеев Мбути, жителей Оркнейских 

островов, Адыгов, Русских, Сардинцев, Тосканцев, Мозабитов, Бедуинов, Друзов, Палестинцев, Белуд-

жей, Брагуев, Макрани Синдхов, Пуштунов, Буришей, Хазарейцев, Уйгуров, Калашей, Хань, Дай, Дау-

ров, Хэчже, Лаху, Мяо, Орочонов, Шэ, Туцзя, Ту, Сибо, И, Монголов, Наси, Камбоджийцев, Японцев, 

Якутов, Меланезийцев, Папуасов, Каритиана, Суруи, Колумбийцев, Майя и Пима. 

В определенных воплощениях изобретение касается популяций, имеющих происхождение от чер-

ных африканцев, например популяций, включающих лиц с африканским происхождением или родослов-

ной. Происхождение от черных африканцев может определяться при обозначении себя американцами 

африканского происхождения, афро-американцами, черными американцами, принадлежности к черной 

расе или принадлежности к негроидной расе. Например, американцы африканского происхождения, или 

черные американцы, - это люди, живущие в Северной Америке и происходящие из любой группы черной 

расы из Африки. В другом примере лица, сообщившие о происхождении от черных африканцев, могут 

иметь по меньшей мере одного родителя черного африканского происхождения или по меньшей мере 

одного прародителя черного африканского происхождения. 

Расовый вклад индивидов может также определяться с помощью генетического анализа. Генетиче-

ский анализ происхождения можно провести с помощью несцепленных микросателлитных маркеров, 

например, как описано у Smith et al. (Am J. Hum Genet 74, 1001-13 (2004)). 

В определенных воплощениях изобретение относится к маркерам и/или гаплотипам, идентифици-

рованным в конкретных популяциях, согласно описанию выше. Специалистам известно, что показатели 

неравновесия по сцеплению (НС) могут дать различные результаты на разных популяциях. Это объясня-

ется различиями в популяционной истории у разных человеческих популяций, а также различным давле-

нием отбора, которое могло привести к различиям в НС в определенных участках генома. Специалистам 

также хорошо известно, что определенные маркеры, например маркеры ОНП, являются полиморфными 

в одной популяции, но не в другой. Специалисты будут использовать доступные и рекомендуемые здесь 

способы для применения данного изобретения в любой заданной человеческой популяции. Сюда может 

входить оценка полиморфных маркеров в участке НС по данному изобретению для идентификации тех 

маркеров, которые имеют наиболее сильную ассоциацию в определенной популяции. Так, связанные с 

риском варианты по данному изобретению в различных человеческих популяциях могут встречаться в 

различных гаплотипах и с различной частотой. Однако используя способы, известные в данной области 

техники, и маркеры по данному изобретению, изобретение можно применять в любой данной человече-

ской популяции. 

Модели, позволяющие прогнозировать риск рака молочной железы, обусловленный наследственно-

стью. 

Оценка риска рака молочной железы осуществляется для того, чтобы обосновать разработку персо-

нализированного подхода в лечении всех женщин с целью увеличения продолжительности и качества 

жизни у женщин, имеющих высокий риск, при одновременной минимизации расходов, ненужных вме-

шательств и обеспокоенности у женщин, имеющих более низкий риск. В моделях, прогнозирующих 

риск, производится попытка оценить риск рака молочной железы у индивида, имеющего определенный 

набор наследственных характеристик риска (например, семейный анамнез, имевшееся ранее доброкаче-

ственное поражение молочной железы, имевшаяся ранее опухоль молочной железы). Наиболее часто 

применяющиеся в клинической практике модели оценки риска рака молочной железы, учитывают на-

следственные факторы риска, принимая во внимание семейный анамнез. Оценки риска основываются на 

обнаружении повышенного риска у индивидов, имеющих одного или более близких родственников с 

ранее диагностированным раком молочной железы. Они не учитывают сложные структуры родословных. 

Еще один недостаток таких моделей - это невозможность отличить носителей генов с мутациями, пред-

располагающими к раку молочной железы, от лиц, не являющихся носителями. 

Более сложные модели оценки риска имеют усовершенствованные подходы, позволяющие учиты-

вать определенный семейный анамнез, и способны принимать в расчет статус носительства мутаций 

BRCA1 и BRCA2. Например, алгоритм Breast и Ovarian Analysis of Disease Incidence и Carrier Estimation 

Algorithm (BOADICEA) (Antoniou et al., 2004) учитывает семейный анамнез, основанный на индивиду-

альных структурах родословных, с помощью программы анализа родословных MENDEL. Кроме того, 

учитывается и информация об известном статусе по BRCA1 и BRCA2. Основными недостатками 

BOADICEA и других моделей оценки риска рака молочной железы, применяемых в настоящее время, 

является то, что они не включают информацию по другим генам предрасположенности. Существующие 

в настоящее время модели в значительной степени используют семейный анамнез в качестве суррогата 

для того, чтобы компенсировать отсутствие сведений о генетических детерминантах риска, отличных от 

BRCA. Таким образом, существующие модели привязаны к ситуациям, когда известен семейный анамнез 

заболевания. Гены, предрасполагающие к раку молочной железы, имеющие более низкую пенетрант-

ность, могут быть довольно распространенными в популяции, но могут не обладать такой способностью 

вызывать семейную концентрацию, как гены BRCA1 и BRCA2. Пациенты с относительно большим гене-



018444 

- 26 - 

тическим грузом аллелей предрасположенности могут иметь слабо выраженный семейный анамнез забо-

левания или не иметь его. Таким образом, существует необходимость создания моделей, которые бы 

учитывали данные о наследственной предрасположенности, полученные непосредственно при генетиче-

ском тестировании. Кроме того, что такой подход позволит сделать модели более точными, он также 

уменьшит зависимость от параметров семейного анамнеза и поможет определять риск в приложении к 

более широким популяциям, в которых семейный анамнез не является ключевым фактором. 

Внедрение усовершенствованных моделей оценки генетического риска при проведении первичной 

профилактики рака молочной железы в клинической практике. 

Существующие в клинике варианты первичной профилактики можно подразделить на проведение 

превентивной химиотерапии (или гормональной терапии) и превентивного хирургического вмешатель-

ства. Пациентам, у которых выявлен высокий риск, могут быть предписаны длительные курсы превен-

тивной химиотерапии. Такой подход широко применяется в области сердечно-сосудистой медицины, но 

только начинает внедряться в клинической онкологии. Наиболее широко применяемым в онкологии 

агентом для превентивной химиотерапии является тамоксифен, селективный модулятор эстрогеновых 

рецепторов (СМЭР). 

Используемый изначально в качестве адъювантной терапии, направленной против рецидивирова-

ния рака молочной железы, в настоящее время тамоксифен доказал свою эффективность в качестве пре-

вентивного агента при раке молочной железы [Cuzick, et al. (2003), Lancet, 361, 296-300][Martino, et al. 

(2004), Oncologist, 9, 116-25]. Агентство по контролю за продуктами питания и лекарственными средст-

вами FDA одобрило применение тамоксифена в качестве агента для превентивной химиотерапии у неко-

торых женщин с высоким риском. 

К сожалению, длительное применение тамоксифена повышает риск развития рака эндометрия при-

близительно в 2,5 раза, риск венозного тромбоза приблизительно в 2 раза. Риск развития легочной эмбо-

лии, инсульта и катаракты также повышаются [Cuzick, et al. (2003), Lancet, 361, 296-300]. Следовательно, 

благоприятный эффект от применения тамоксифена для снижения заболеваемости раком молочной же-

лезы не обусловливает соответствующего снижения общей смертности. Другой селективный модулятор 

эстрогеновых рецепторов, ралоксифен, может оказаться более эффективным для профилактики, и он не 

связан с таким риском рака эндометрия. Однако у пациентов, принимающих длительное время ралокси-

фен, риск тромбоза остается повышенным [Cuzick, et al. (2003), Lancet, 361, 296-300; Martino, et al. (2004), 

Oncologist, 9, 116-25]. Более того, с приемом тамоксифена и ралоксифена связаны проблемы, касающиеся 

качества жизни. Для проведения разумного анализа соотношения риска и пользы применения СМЭР в 

качестве превентивной химиотерапии в клинике существует необходимость выявления индивидов, 

имеющих наиболее высокий риск рака молочной железы. Учитывая тот факт, что генетическая состав-

ляющая риска рака молочной железы является весьма значительной, в клинической практике существует 

явная необходимость проведения генетического тестирования для измерения подобного риска у индиви-

дов. Можно предвидеть, что аналогичные проблемы возникнут в отношении любой химиотерапии для 

предупреждения рака, которая может появиться в будущем, например в отношении ингибиторов арома-

тазы. Более того, по мере того как превентивная химиотерапия становится более безопасной, нарастает 

необходимость выявления пациентов, имеющих генетическую предрасположенность, но не имеющих 

значительно повышенный риск, ассоциированный с носительством BRCA1 & 2. 

Для пациентов, у которых выявлен высокий риск развития рака молочной железы, рассматривается 

возможность проведения превентивного хирургического вмешательства; двусторонней мастэктомии или 

овариэктомии либо и того и другого. Очевидно, что подобные решительные меры рекомендуются только 

тем пациентам, у которых риск оценивается как чрезвычайно высокий. На практике, в настоящее время 

такой риск выявляется только у индивидов, имеющих мутации в генах BRCA1, BRCA2 или генах, отве-

чающих за редкие синдромы с предрасположенностью к раку молочной железы, например р53 при син-

дроме Ли-Фромени, PTEN при синдроме Коудена. 

Оценки пенетрантности мутаций BRCA1 и BRCA2 оказываются более высокими, когда их получа-

ют для семей, в которых имеется несколько "случаев" рака молочной железы, чем оценки, полученные 

для популяции. Это объясняется тем, что в различных семьях с носительством мутаций отмечается раз-

личная пенетрантность в отношении рака молочной железы (для примера см. Thorlacius, et al. (1997), Am 

J. Hum Genet, 60, 1079-84). Одним из основных факторов, вносящих вклад в подобную вариацию, являет-

ся действие до сих пор не известных генов предрасположенности, эффект которых модифицирует пенет-

рантность мутаций BRCA1 и BRCA2. Следовательно, абсолютный риск для индивида, имеющего мута-

ции в генах BRCA1 и BRCA2, невозможно точно определить при отсутствии сведений о существовании 

и действии, модифицирующих генов. Поскольку варианты лечения для носителей BRCA1 и BRCA2 мо-

гут быть агрессивными, важно проводить количественную оценку рисков у отдельных носителей BRCA 

с максимально возможной точностью. Таким образом, существует необходимость выявления генов 

предрасположенности, эффект которых изменяет степень пенетрантности рака молочной железы у носи-

телей BRCA1 и BRCA2, и разработки усовершенствованных моделей оценки риска, основанных на ис-

пользовании этих генов. 

Кроме того, существуют индивиды, у которых риск развития рака молочной железы расценивается 
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как очень высокий, возможно из-за наличия выраженного семейного анамнеза рака молочной железы, но 

у которых не удалось выявить мутаций в известных генах предрасположенности. В таких случаях слож-

но рассматривать возможность проведения превентивного хирургического вмешательства, поскольку 

невозможно провести тестирование индивида для выяснения, унаследовала ли она ген предрасположен-

ности, имеющий высокую пенетрантность. Соответственно, невозможно с точностью оценить риск ин-

дивида. Таким образом, в клинической практике существует очевидная необходимость идентификации 

генов предрасположенности с высокой пенетрантностью, которые остаются неизвестными, и разработки 

связанных с ними генетических тестов для применения в целях первичной профилактики. Таким генами, 

например, могут быть гены, которые по данному описанию ассоциированы с риском развития рака мо-

лочной железы (например, гены FGF10, MRPS30 и/или FGFR2). Несмотря на то что варианты, ассоции-

рованные с риском развития рака молочной железы, по данному описанию достаточно широко распро-

странены и обусловливают относительно низкий риск развития рака молочной железы, вполне возмож-

но, что в составе одного или более из этих генов существуют варианты более высокого риска. Таким об-

разом, предполагается, что варианты высокого риска, в составе одного или более из генов FGF10, 

MRPS30 и/или FGFR2 или ассоциированные с ними, могут применяться для выявления того, является ли 

индивид носителем генетического фактора, обусловливающего высокий риск развития рака молочной 

железы (и имеющего высокую пенетрантность). 

Ранняя диагностика. 

Скрининг рака молочной железы в клинической практике большинства западных стран представля-

ет собой периодическое клиническое обследование молочной железы и маммографию с помощью рент-

геновского излучения. Существуют веские доказательства того, что клиническое обследование молочной 

железы имеет мало дополнительных преимуществ при использовании в сочетании с хорошей програм-

мой маммографического скрининга. В Великобритании женщинам в возрасте от 50 до 70 лет предлагает-

ся пройти скрининговую маммографию каждые три года. В Соединенных Штатах ситуация различается 

в зависимости от организаций, обеспечивающих медицинское обслуживание, но, тем не менее, Амери-

канское общество рака (American Cancer Society) рекомендует проводить ежегодный маммографический 

скрининг начиная с 40 лет. Доказана эффективность маммографического скрининга в снижении смерт-

ности среди прошедших скрининг женщин в возрасте старше 50 лет. 

Маловероятно, что генетическое тестирование когда-либо будет применяться в качестве средства, 

сокращающего доступ к существующим программам маммографического скрининга. Однако маммогра-

фический скрининг не лишен недостатков, и подразумевается, что генетическое тестирование должно 

применяться для отбора людей, нуждающихся в более интенсивных программах скрининга. Одним из 

недостатков маммографического скрининга является то, что до сих пор не удалось продемонстрировать 

значимый эффект на повышение выживаемости у женщин, проходящих скрининг в возрасте до 50 лет. 

Одной из причин, объясняющей меньшую эффективность маммографии у женщин в возрасте до 50 

лет, может быть более высокая плотность тканей молочной железы у молодых женщин, что затрудняет 

выявление опухолей при маммографии. Тем не менее, рак молочной железы у предрасположенных инди-

видов имеет тенденцию развиваться в более молодых возрастных группах, и существует четкая зависи-

мость между высокой плотностью ткани молочной железы и риском рака молочной железы. Следова-

тельно, существуют затруднения с простой интенсификацией маммографического скрининга у индиви-

дов с высокой предрасположенностью, поскольку к ним будет применяться технология, показывающая 

не самые оптимальные результаты в группе наиболее высокого риска. Последние исследования показали, 

что магнитно-резонансная маммография с контрастным усилением (МРМ-КУ) является более чувстви-

тельным методом и позволяет детектировать опухоли на более ранних стадиях в данной группе высокого 

риска по сравнению с маммографическим скринингом [Warner, et al. (2004), Jama, 292, 1317-25; Leach, et 

al. (2005), Lancet, 365, 1769-78]. Методика МРМ-КУ дает наилучшие результаты в комбинации с обыкно-

венной маммографией, использующей рентгеновское излучение [Leach, et al. (2005), Lancet, 365, 1769-

78]. Поскольку для проведения МРМ-КУ требуются специализированные центры, что связано с высоки-

ми затратами, скрининг индивидов моложе 50 лет может быть ограничен теми, у кого риск наиболее вы-

сокий. В проводимых в настоящее время испытаниях МРМ-КУ набор пациентов ограничен индивидами, 

имеющими мутации BRCA1, BRCA2 или р53, либо имеющими очень выраженный семейный анамнез 

заболевания. Применению данной скрининговой тактики к более широкому кругу пациентов, имеющих 

высокий риск, будет значительно способствовать создание средств для определения профиля риска, ос-

нованных на генетической информации. 

Существуют убедительные доказательства в пользу точки зрения, что рак молочной железы с ран-

ним возникновением и рак, развивающийся у женщин с генетической предрасположенностью, прогрес-

сирует быстрее, чем у женщин старшего возраста и с меньшей предрасположенностью. Об этом свиде-

тельствует обнаружение более высоких показателей межскринингового рака у молодых женщин, т.е. рак, 

развивающийся в промежутках между скрининговыми визитами в популяциях, где проводится хороший 

скрининг, чаще наблюдается у молодых женщин. Вследствие этого предлагается сокращение интервалов 

скрининга, проводимого любым способом, для молодых женщин. В этой связи возникает парадокс, по-

скольку оказывается, что наиболее частый скрининг с применением более дорогих методик необходимо 
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проводить в возрастной группе, в которой совокупные показатели рака молочной железы сравнительно 

низкие. В клинической практике существует очевидная необходимость выявления тех молодых индиви-

дов, у которых имеется наибольшая предрасположенность к раннему возникновению заболевания, и на-

правления их в более дорогие и подробные скрининговые программы. Варианты по данному описанию 

обусловливающие риск развития рака молочной железы, могут применяться для выявления индивидов, 

имеющих наиболее высокий риск развития рака молочной железы. Таким индивидам вероятно принесут 

наибольшую пользу программы ранней и агрессивной диагностики с целью повышения вероятности 

раннего выявления рака. 

Лечение. 

В настоящее время в лечении рака молочной железы используются хирургическое вмешательство, 

адъювантная химиотерапия, радиотерапия, с последующей длительной гормональной терапией. Зачас-

тую применяются комбинации трех или четырех способов лечения. 

Пациенты с раком молочной железы, имеющие одинаковые стадии заболевания, могут по-разному 

отвечать на адъювантную химиотерапию, что приводит к большой вариации общего исхода лечения. Для 

определения того, подходит ли пациентам с раком молочной железы лечение с помощью адъювантной 

химиотерапии, были разработаны консенсусные рекомендации (критерии Сен-Галлен и Национального 

института здоровья). Однако даже наиболее выраженные клинические и гистологические предикторы 

метастазирования не позволяют с точностью предсказать клинический ответ при наличии опухолей мо-

лочной железы [Goldhirsch, et al. (1998), J. Natl Cancer Inst, 90, 1601-8; Eifel, et al. (2001), J. Natl Cancer 

Inst, 93, 979-89]. Химиотерапия или гормональная терапия сокращает риск метастазирования приблизи-

тельно только на 1/3, однако 70-80% пациентов, получающих такое лечение, выжили бы и без него. Та-

ким образом, большинство пациентов с раком молочной железы в настоящее время получают лечение, 

которое является либо неэффективным, либо ненужным. В клинической практике существует очевидная 

необходимость разработки усовершенствованных прогностических показателей, которые позволили бы 

клиницистам назначать лечение, предназначенное для тех, кому оно принесет наибольшую пользу. Сле-

дует ожидать, что определение генетической предрасположенности у индивидов может выявить инфор-

мацию, имеющую значение для исхода лечения и, таким образом, способствовать рациональному плани-

рованию лечения. Предполагается, что маркеры по данному изобретению, обусловливающие риск разви-

тия рака молочной железы, могут применяться в данном контексте. 

Примерами данной концепции могут служить несколько предыдущих исследований: пациенты с 

раком молочной железы, являющиеся носителями мутации BRCA, демонстрируют лучшие степени кли-

нического ответа и выживаемость при применении адъювантной химиотерапии [Chappuis, et al. (2002), J. 

Med Genet, 39, 608-10; Goffin, et al. (2003), Cancer, 97, 527-36]. Носители мутации BRCA отвечают на хи-

миотерапевтическое лечение рака яичников препаратами платины лучше, чем лица, не являющиеся но-

сителями [Cass, et al. (2003), Cancer, 97, 2187-95]. Аналогичные соображения могут касаться пациентов, 

имеющих предрасположенность, у которых задействованные при этом гены не известны. Например, из-

вестно, что при инфильтрующей дольковой карциноме молочной железы существует значимый наслед-

ственный компонент, но задействованные в нем генетические варианты до сих пор не идентифицирова-

ны. Пациенты с инфильтрующей дольковой карциномой молочной железы хуже отвечают на общепри-

нятые режимы химиотерапии [Mathieu, et al. (2004), Eur J. Cancer, 40, 342-51]. 

Модели генетической предрасположенности могут не только способствовать выбору стратегий ле-

чения, но могут играть важную роль в разработке таких стратегий. Например, было обнаружено, что 

клетки опухолей при мутациях BRCA1 и BRCA2 очень чувствительны к ингибиторам поли-(АДФ-

рибоза)полимеразы (от англ. poly (ADP-ribose) polymerase, или PARP) вследствие дефекта у них пути 

репарации ДНК [Farmer, et al. (2005), Nature, 434, 917-21]. Это способствовало разработке препаратов 

малых молекул, направленно воздействующих на PARP, с целью их специфического применения у паци-

ентов с носительством BRCA. Из данного примера следует, что информация о генетической предраспо-

ложенности может идентифицировать мишени для лекарственных препаратов, что позволит разработать 

индивидуальные режимы химиотерапии для применения в сочетании с определением профиля генетиче-

ского риска. Аналогично, маркеры по данному изобретению могут способствовать выявлению новых 

препаратов, направленно воздействующих, например, на один или более генов FGF10, MRPS30 и/или 

FGFR2. 

Химиотерапия рака имеет хорошо известные ограничивающие дозировку побочные эффекты на 

нормальные ткани, особенно на интенсивно пролиферирующие гемопоэтические клетки и эпителиаль-

ные клетки отделов кишечника. Можно ожидать, что в чувствительности нормальных тканей к цитоток-

сическим препаратам существуют индивидуальные различия, обусловленные генетически. Понимание 

этих факторов может способствовать рациональному планированию лечения и разработке лекарствен-

ных препаратов, предназначенных для защиты нормальных тканей от побочных эффектов химиотерапии. 

Изучение генетического профиля может также способствовать совершенствованию методов радио-

терапии: в составе группы пациентов с раком молочной железы, которым радиотерапия проводится в 

стандартном режиме, часть пациентов будет иметь побочные эффекты в ответ на дозы радиации, кото-

рые обычно переносятся. Острые реакции включают эритему, влажную десквамацию, отек и радиацион-
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ную пневмонию. Отдаленные реакции, включая телеангиэктазии, отек, фиброз легочный фиброз и фиб-

роз молочной железы, могут развиваться много лет спустя после радиотерапии. Как острые, так и отда-

ленные реакции поражают значительный процент пациентов и могут вызывать летальный исход. В од-

ном исследовании у 87% пациентов были обнаружены некоторые отрицательные побочные эффекты на 

радиотерапию, тогда как 11% имели серьезные побочные реакции (LENT/SOMA Grade 3-4); [Hoeller, et 

al. (2003), Int J. Radiat Oncol Biol Phys, 55, 1013-8]. Вероятность развития неблагоприятной реакции в от-

вет на радиотерапию обусловлена прежде всего конститутивными индивидуальными различиями в реак-

циях нормальной ткани, и существует подозрение, что они имеют существенный генетический компо-

нент. Ряд известных генов предрасположенности к раку молочной железы (например, BRCA1, BRCA2, 

ATM) затрагивают пути репарации повреждений двойной цепи ДНК. Повреждения двойной цепи ДНК 

представляют собой первичные цитотоксические повреждения, вызываемые радиотерапией. Это вызвало 

обеспокоенность по поводу возможного существования повышенного риска избыточного повреждения 

нормальных тканей при радиотерапии у индивидов, генетически предрасположенных к раку молочной 

железы за счет носительства вариантов генов, принадлежащих этим путям. Предполагается, что генети-

ческие варианты по данному описанию обусловливающие риск развития рака молочной железы, напри-

мер, опосредованно через один или более генов FGF10, MRPS30 и/или FGFR2, могут применяться для 

выявления индивидов с особым риском побочных реакций на радиотерапию. 

Существование в популяции индивидов с конститутивной чувствительностью к облучению означа-

ет, что для большей части пациентов дозы радиации при радиотерапии должны быть ограничены для 

поддержания частоты побочных реакций на приемлемом уровне. Таким образом, в клинической практи-

ке существует потребность в надежных тестах, которые позволили бы выявлять индивидов, имеющих 

повышенный риск развития побочных реакций в ответ на радиотерапию. Такие тесты позволили бы на-

значать консервативное или альтернативное лечение индивидам с чувствительностью к облучению и в то 

же время увеличивать дозы при радиотерапии большинству пациентов, являющихся относительно ус-

тойчивыми к облучению. Согласно расчетам, увеличение дозы, возможное на основании простого разде-

ления пациентов на категории чувствительных к облучению, устойчивых к облучению и имеющих про-

межуточную чувствительность, позволило бы добиться улучшения локального контроля над опухолями 

на 35% и в результате повысить показатели выживаемости [Burnet, et al. (1996), Clin Oncol (R Coll Ra-

diol), 8, 25-34]. 

Воздействие ионизирующей радиации является известным фактором, способствующим онкогенезу 

молочной железы [Dumitrescu and Cotarla (2005), J. Cell Mol Med, 9, 208-21]. Известные гены предраспо-

ложенности к раку молочной железы кодируют компоненты пути клеточного ответа на повреждение 

ДНК, индуцированное радиацией [Narod and Foulkes (2004), Nat Rev Cancer, 4, 665-76]. В этой связи су-

ществует обеспокоенность по поводу того, что риск развития второй первичной опухоли молочной желе-

зы может повышаться при воздействии радиации на нормальные ткани в ходе радиотерапии. По-

видимому, не существует какого-либо измеримого повышения риска для носителей BRCA при радиоте-

рапии, однако риск развития у них второй первичной опухоли уже чрезвычайно высок. Существуют ос-

нования полагать, что риск развития второй первичной опухоли повышен среди носителей аллелей генов 

ATM и CHEK2, предрасполагающих к раку молочной железы, которым проводится радиотерапия [Bern-

stein, et al. (2004), Breast Cancer Res, 6, R199-214; Broeks, et al. (2004), Breast Cancer Res Treat, 83, 91-3]. 

Предполагается, что риск развития вторых первичных опухолей на фоне радиотерапии (и, возможно, на 

фоне интенсивного маммографического скрининга) будет возможно лучше рассчитать при получении 

точного профиля генетического риска у пациентов на этапе планирования лечения. 

Вторичная профилактика. 

Приблизительно у 30% пациентов, у которых была диагностирована 1 или 2 стадия рака молочной 

железы, возникает либо локо-региональный, либо дистантный метастатический рецидив их первоначаль-

ной опухоли. Пациенты, имевшие первичный рак молочной железы, имеют также значительно повы-

шенный риск обнаружения второй первичной опухоли, либо в контралатеральной молочной железе, либо 

в ипсилатеральной молочной железе в случае проведения органосохраняющей операции. Вторичная 

профилактика касается способов, применяемых для предупреждения рецидивов или развития вторых 

первичных опухолей. Способы, применяемые в настоящее время, включают долгосрочное лечение та-

моксифеном или другим СМЭР, либо отдельно, либо при чередовании с ингибитором ароматазы, сни-

жающую риск мастэктомию контралатеральной молочной железы и снижающую риск овариэктомию (у 

пациентов, имеющих риск развития семейного рака молочной железы и яичников). Мнения насчет при-

менения тамоксифена были изложены выше. При проведении снижающего риск хирургического вмеша-

тельства очевидно, что для выполнения квалифицированного анализа соотношения затрат и пользы, не-

обходимо максимально точно проводить количественную оценку риска. 

Существуют некоторые данные, указывающие на то, что качество жизни у пациентов, имеющих ге-

нетическую предрасположенность к раку молочной железы, оказывается хуже, чем у основной массы 

пациентов. Пациенты с носительством варианта 1100delC гена CHEK2 имеют риск развития дистантных 

метастазов в 2,8 раза выше и риск рецидивирования заболевания в 3,9 раза выше, чем при отсутствии 

носительства [de Bock, et al. (2004), J. Med Genet, 41, 731-5]. Пациенты с носительством BRCA1 с опухо-
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лями без поражения лимфатических узлов имеют риск метастазирования выше, чем такие же пациенты, 

не являющиеся носителями мутации BRCA1 [Goffin, et al. (2003), Cancer, 97, 527-36; Moller, et al. (2002), 

Int J. Cancer, 101, 555-9; Eerola, et al. (2001), Int J. Cancer, 93, 368-72]. Определение генетического профи-

ля, таким образом, может применяться для оценки риска местного рецидивирования и метастазирования, 

таким образом, направляя выбор мер вторичной профилактики. В данном контексте может применяться 

определение генетического профиля на основании вариантов по данному описанию. В определенных 

воплощениях такое определение профиля может быть основано на одном или более вариантов по данно-

му описанию. В других воплощениях такое определение профиля может включать один или несколько 

других известных генетических факторов риска развития рака молочной железы. Подобные факторы 

риска могут являться хорошо известными высокопенетрантными факторами риска или они могут пред-

ставлять собой один или более распространенных факторов риска с более низкой пенетрантностью, опи-

санных ранее (например, маркеры на хромосоме 2q14 (например, маркер rs4848543 или маркеры в не-

равновесии по сцеплению с ним) 2q35 (например, маркер rs13387042 или маркеры в неравновесии по 

сцеплению с ним) и хромосоме 16 (например, маркер rs3803662 или маркеры в неравновесии по сцепле-

нию с ним). 

В целом, пациенты с диагнозом первичной опухоли имеют риск развития второй первичной опухо-

ли с ежегодной частотой возникновения новых случаев 0,7% [Peto and Mack (2000), Nat Genet, 26, 411-4]. 

Пациенты с мутациями BRCA имеют значительно более высокий риск развития вторых первичных опу-

холей, чем большинство пациентов с раком молочной железы, абсолютный риск у них находится в пре-

делах 40-60% [Easton (1999), Breast Cancer Res, 1, 14-7]. Носители мутаций BRCA имеют значительно 

более высокий риск развития вторых первичных опухолей [Stacey, et al. (2006), PLoS Med, 3, e217; Met-

calfe, et al. (2004), J. Clin Oncol, 22, 2328-35]. Пациенты с мутациями гена CHEK2 имеют оцениваемый 

риск рака противоположной молочной железы в 5,7 раза выше [de Bock, et al. (2004), J. Med Genet, 41, 

731-5]. Носители варианта BARD1 Cys557Ser имеют в 2,7 более высокую вероятность диагностирования 

второй первичной опухоли [Stacey, et al. (2006), PLoS Med, 3, e217]. Определение профиля генетического 

риска может применяться для оценки риска развития второй первичной опухоли у пациентов и принятия 

обоснованного решения о том, насколько агрессивными должны быть меры профилактики. 

Способы по изобретению. 

Способы диагностики и скрининга. 

В определенных воплощениях данное изобретение относится к способам диагностики или помощи 

в диагностике рака молочной железы или предрасположенности к раку молочной железы путем детекти-

рования конкретных аллелей генетических маркеров, которые наиболее часто встречаются у субъектов, 

имеющих рак молочной железы, или субъектов, предрасположенных к раку молочной железы. В кон-

кретных воплощениях изобретение представляет собой способ определения предрасположенности к раку 

молочной железы путем детектирования по меньшей мере одного аллеля по меньшей мере одного поли-

морфного маркера (например, описанных здесь маркеров). В других воплощениях изобретение относится 

к способу диагностирования предрасположенности к раку молочной железы путем определения по 

меньшей мере одного аллеля по меньшей мере одного полиморфного маркера. Данное изобретение опи-

сывает способы, при которых детектирование конкретных аллелей конкретных маркеров или гаплотипов 

указывает на предрасположенность к раку молочной железы. Такие прогностические или прогнозирую-

щие тесты могут также проводиться для выбора мер профилактики для пациента до того, как у него воз-

никнут симптомы рака молочной железы. Данное изобретение в некоторых воплощениях относится к 

способам клинического применения диагностики, например диагностики, проводимой медицинскими 

сотрудниками. В других воплощениях изобретение относится к способам диагностики или определения 

предрасположенности, проводимой неспециалистом. Неспециалист может быть клиентом службы гено-

типирования. Неспециалист также может быть сотрудником службы генотипирования, проводящим ана-

лиз генотипа по образцу ДНК индивида, для обеспечения услуг, касающихся генетических факторов 

риска определенных заболеваний или их признаков, основанных на генотипическом статусе индивида 

(т.е. клиента). Последние технологические достижения в технологиях генотипирования, включая высо-

копроизводительное генотипирование маркеров ОНП, например технология "Molecular Inversion Probe 

array" (например, в системе GeneChip компании Affymetrix) и технологии "BeadArray" (например, в сис-

темах Golden Gate и Infinium компании Illumina) обеспечили возможность проведения индивидам оценки 

их генома одновременно по одному миллиону ОНП по относительно небольшой стоимости. Полуденная 

информация о генотипе, которая может предоставляться индивиду, может сравниваться с информацией 

по риску заболевания или признаках заболевания, ассоциированному с различными ОНП, включая ин-

формацию в общедоступной литературе и научных публикациях. Использование аллелей по данному 

описанию, ассоциированных с заболеванием, в целях диагностики может, таким образом, осуществлять-

ся индивидом, посредством анализа данных его/ее генотипа, медицинским специалистом на основании 

результатов клинического теста или третьей стороной, включая сотрудника службы генотипирования. 

Третьей стороной может быть также сотрудник службы, осуществляющий интерпретацию данных гено-

типирования клиента для обеспечения услуг, касающихся определенных генетических факторов риска, 

включая генетические маркеры по данному описанию. Другими словами, диагностика или определение 
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предрасположенности или генетического риска может выполняться медицинскими специалистами, гене-

тическими консультантами, третьими сторонами, осуществляющими услуги генотипирования, третьими 

сторонами, осуществляющими услуги оценки риска или неспециалистами (например, индивидом) на 

основании информации о генотипическом статусе индивида и сведениях о риске, обусловленном опре-

деленными генетическими факторами риска (например, определенными ОНП). В данном контексте тер-

мин "диагностика", "диагностировать предрасположенность" и "определить предрасположенность" ис-

пользуются в отношении любого диагностического способа, включая те, которые были упомянуты выше. 

В определенных воплощениях у индивида забирают образец, содержащий геномную ДНК. Таким 

образцом могут быть, например, соскоб буккальной слизистой, образец слюны, образец крови или дру-

гие соответствующие образцы, содержащие геномную ДНК, согласно дальнейшему описанию. Геномная 

ДНК затем подвергается анализу с применением любой общепринятой технологии, доступной специали-

сту, например технологии высокопроизводительных матриц. Результаты такого генотипирования хра-

нятся в удобном модуле для хранения информации, например носителе информации, включая компью-

терные базы данных, диски для хранения информации, или другие удобные средства хранения информа-

ции. В определенных воплощениях компьютерная база данных представляет собой объектную базу дан-

ных, реляционную базу данных или постреляционную базу данных. Данные генотипирования затем ана-

лизируются на наличие определенных вариантов, характеризующихся тем, что они являются вариантами 

предрасположенности к определенным состояниям человека, таких как генетических вариантов по дан-

ному описанию. Данные генотипирования могут быть получены из модуля хранения информации с при-

менением любого удобного способа запроса данных. Подсчет риска, обусловленного определенным ге-

нотипом, у индивида может быть основан на сравнении генотипа индивида с определенным ранее рис-

ком, характерным для данного генотипа (выраженным, например, в виде относительного риска (RR) или 

отношения шансов (OR)), например, для гетерозиготного носительства варианта, связанного с риском 

развития определенного заболевания или его признаков (такого как рак молочной железы). Рассчитан-

ный для индивида риск может быть относительным риском для индивида или для определенного геноти-

па индивида, в сравнении со средней популяцией, сопоставимой по полу и этнической принадлежности. 

Средний популяционный риск может выражаться в виде среднезвешенного риска различных генотипов 

по результатам референсной популяции и затем могут быть проведены соответствующие расчеты для 

вычисления риска группы генотипов относительно популяции. Кроме того, риск индивида основан на 

сравнении определенных генотипов, например, гетерозиготного носительства связанного с риском алле-

ля в сравнении с отсутствием носительства связанного с риском аллеля. Применение популяционного 

среднего может оказаться более удобным в определенных воплощениях, поскольку оно представляет 

показатель, простой для интерпретации пользователя, т.е. показатель, показывающий риск индивида на 

основании его/ее генотипа, в сравнении со средним по популяции. Пользователь может получить доступ 

к расчетной оценке риска через веб-сайт, предпочтительно защищенный веб-сайт. 

В определенных воплощениях сотрудник службы включает в предоставляемые услуги все этапы 

выделения геномной ДНК из образца, предоставленного клиентом, выполняя генотипирование выделен-

ной ДНК, расчет генетического риска на основании данных генотипа и сообщает о риске клиенту. В не-

которых других воплощениях сотрудник службы включает в услуги интерпретацию данных генотипа 

индивида, т.е. оценки риска по определенным генетическим вариантам, на основании данных генотипа 

индивида. В некоторых других воплощениях сотрудник службы может выполнять услуги, включающие 

услуги генотипирования и интерпретации данных генотипа, начиная от изолирования ДНК из образца, 

взятого у индивида (клиента). 

Расчет совокупного риска по множеству связанных с риском вариантов может выполняться с при-

менением стандартной методики. Например, принимая мультипликативную модель, т.е. принимая, что 

при установлении совокупного эффекта риск по отдельным связанным с риском вариантам мультипли-

цируется, возможно провести прямой расчет совокупного риска по множеству маркеров. 

Кроме того, в других конкретных воплощениях данное изобретение относится к способам диагно-

стики или помощи в диагностике пониженной предрасположенности к раку молочной железы путем де-

тектирования определенных аллелей генетических маркеров или гаплотипов, которые встречаются у па-

циентов с диагностированным раком молочной железы реже, чем у индивидов, у которых не диагности-

рован рак молочной железы, либо в общей популяции. 

Согласно данному описанию и примерам определенные аллели маркеров или гаплотипы (например, 

маркеры, на хромосомах 5р12 и 10q26, например, маркеры и гаплотипы, перечисленные в табл. 12-14, 

например маркеры rs4415084, rs10941679 и rs1219648 и маркеры в неравновесии по сцеплению с ними) 

ассоциированы с раком молочной железы. В одном воплощении аллель маркера или гаплотип обуслов-

ливает существенный риск или предрасположенность к раку молочной железы. В другом воплощении 

изобретение касается способа диагностики предрасположенности к раку молочной железы у человече-

ского индивида, способ включает определение наличия или отсутствия по меньшей мере одного аллеля 

по меньшей мере одного полиморфного маркера в образце нуклеиновой кислоты, взятом у индивида, или 

массиве данных генотипа, полученном для индивида, где по меньшей мере один полиморфный маркер 

выбран из группы, состоящей из полиморфных маркеров, перечисленных в табл. 12-14, и маркеров в не-
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равновесии по сцеплению с ними. В другом воплощении изобретение относится к способам диагностики 

предрасположенности к раку молочной железы у человеческого индивида путем скрининга по меньшей 

мере одного аллеля маркера или гаплотипа, перечисленных в табл. 12, 13 или 14, или маркеров в нерав-

новесии по сцеплению с ними. В другом воплощении аллель маркера или гаплотип встречаются у лиц, 

имеющих рак молочной железы или предрасположенных к нему ("пораженных"), чаще по сравнению с 

частотой их встречаемости у здоровых лиц (в контроле, например, в популяционном контроле). В опре-

деленных воплощениях значимость ассоциации по меньшей мере одного аллеля маркера или гаплотипа 

характеризуется значением Р <0,05. В других воплощениях значимость ассоциации характеризуется 

меньшими значениями Р, такими как <0,01, <0,001, <0,0001, <0,00001, <0,000001, <0,0000001, 

<0,00000001 или <0,000000001. 

В данных воплощениях наличие по меньшей мере одного аллеля маркера или гаплотипа указывает 

на предрасположенность к раку молочной железы. Данные диагностические способы включают детек-

цию наличия или отсутствия по меньшей мере одного аллеля маркера или гаплотипа, ассоциированного 

с раком молочной железы. Гаплотипы по данному описанию включают комбинации аллелей по разным 

генетическим маркерам (например, ОНП, микросателлитам или другим генетическим вариантам). Детек-

ция конкретных аллелей генетических маркеров, составляющих определенные гаплотипы, может выпол-

няться при помощи разнообразных методов, описываемых здесь и/или известных в данной области тех-

ники. Например, генетические маркеры можно детектировать на уровне нуклеиновых кислот (например, 

с помощью прямого секвенирования нуклеотидов или с помощью других средств, известных специали-

стам) или на уровне аминокислот, если генетический маркер затрагивает кодирующую последователь-

ность для белка, кодируемого нуклеиновой кислотой, ассоциированной с раком молочной железы (на-

пример, путем секвенирования белка или с помощью иммунологических тестов с применением антител, 

распознающих такой белок). Аллели маркеров или гаплотипы по данному изобретению соответствуют 

фрагментам последовательности геномной ДНК, ассоциированной с раком молочной железы. Такие 

фрагменты включают последовательность ДНК обсуждаемого полиморфного маркера или гаплотипа, но 

также могут включать сегменты ДНК в сильном НС (неравновесии по сцеплению) с маркером или гапло-

типом. В одном воплощении такие сегменты включают сегменты в НС с маркером или гаплотипом (ха-

рактеризуемому значениями r
2
 выше 0,1 и/или |D'| >0,8). 

В одном воплощении диагностика предрасположенности к раку молочной железы может осуществ-

ляться с помощью методов гибридизации (см. Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel, F. et al., 

eds., John Wiley & Sons, включая все приложения). Биологический образец тестируемого субъекта или 

индивида ("тестируемый образец") геномной ДНК, РНК или кДНК получают у субъекта с подозрением 

на наличие, подверженность или предрасположенность к раку молочной железы ("тестируемого субъек-

та"). Субъект может быть взрослым, ребенком или плодом. Тестируемый образец может быть получен из 

любого источника, содержащего геномную ДНК, например образца крови, образца амниотической жид-

кости, образца цереброспинальной жидкости или образца ткани кожи, мышцы, буккальной слизистой 

или конъюнктивы, плаценты, желудочно-кишечного тракта или других органов. Тестируемый образец 

ДНК из фетальных клеток или тканей может быть получен с помощью соответствующих способов, на-

пример, амниоцентеза или взятия образца хорионических ворсинок. Затем проводится тестирование об-

разца ДНК, РНК или кДНК. Наличие конкретного аллеля маркера может быть обнаружено при помощи 

специфической гибридизации зонда нуклеиновой кислоты, специфического в отношении определенного 

аллеля. Наличие более одного аллеля специфического маркера или специфического гаплотипа может 

быть обнаружено с помощью нескольких последовательность-специфических зондов нуклеиновых ки-

слот, каждый из которых специфичен в отношении конкретного аллеля. В одном воплощении гаплотип 

может быть идентифицирован с помощью единственного зонда нуклеиновой кислоты, специфичного в 

отношении определенного гаплотипа (т.е. специфически гибридизующегося с нитью ДНК, содержащей 

аллели определенных маркеров, характерных для гаплотипа). Зонд, специфичный в отношении последо-

вательности, может быть предназначен для гибридизации с геномной ДНК, РНК или кДНК. "Зонд нук-

леиновой кислоты" в данном описании может представлять собой зонд ДНК или зонд РНК, который гиб-

ридизуется с комплементарной последовательностью. Специалистам известно, как создать такой зонд, 

чтобы гибридизация, специфичная в отношении последовательности, имела место только при наличии 

конкретного аллеля в геномной последовательности из тестируемого образца. Изобретение может также 

осуществляться на практике с применением любого удобного способа генотипирования, включая ком-

мерчески доступные технологии и способы генотипирования определенных полиморфных маркеров. 

Для диагностики предрасположенности к раку молочной железы гибридизованный образец может 

быть получен при инкубации тестируемого образца, содержащего нуклеиновую кислоту, ассоциирован-

ную с раком молочной железы, например образца геномной ДНК, по меньшей мере с одним зондом нук-

леиновой кислоты. Нелимитирующим примером зонда для детекции мРНК или геномной ДНК является 

меченый зонд нуклеиновой кислоты, способный гибридизоваться с описанными здесь последовательно-

стями мРНК или геномной ДНК. Зонд нуклеиновой кислоты может быть, например, целой молекулой 

нуклеиновой кислоты или ее частью, например олигонуклеотидом с длиной по меньшей мере 15, 30, 50, 

100, 250 или 500 нуклеотидов, достаточной для специфической гибридизации с соответствующей мРНК 
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или геномной ДНК в строгих условиях. Например, зонд нуклеиновой кислоты может включать нуклео-

тидную последовательность, содержащую маркеры, приведенные в табл. 12-14 (SEQ ID NO:1-237) или 

нуклеотидную последовательность, содержащую гены FGF10, MRPS30, HCN1 или FGFR2 или их фраг-

менты, согласно данному описанию, возможно, включая по меньшей мере один аллель маркера по дан-

ному описанию или по меньшей мере один гаплотип по данному описанию, или зонд может быть ком-

плементарной последовательностью к такой последовательности. В определенном воплощении зонд 

нуклеиновой кислоты представляет собой часть нуклеотидной последовательности, содержащей марке-

ры, перечисленные в любой из табл. 12-14 (SEQ ID NO:1-237), или нуклеотидной последовательности, 

содержащей гены FGF10, MRPS30, HCN1 и FGFR2 или их фрагменты, согласно данному описанию, воз-

можно включая по меньшей мере один аллель маркера по данному описанию или по меньшей мере один 

аллель полиморфного маркера или гаплотипа, содержащего по меньшей мере один полиморфный маркер 

по данному описанию, или зонд может быть комплементарной последовательностью к такой последова-

тельности. Здесь описываются и другие зонды, подходящие для применения в диагностических тестах по 

изобретению. Гибридизация может проводиться с помощью способов, хорошо известным специалистам 

(см., например, Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel, F. et al., eds., John Wiley & Sons, включая 

все приложения). В одном воплощении гибридизация означает специфическую гибридизацию, т.е. гиб-

ридизацию без несовпадений (точную гибридизацию). В одном воплощении условия гибридизации при 

специфической гибридизации являются строгими. 

Специфическая гибридизация, если она имеет место, определяется с помощью стандартных мето-

дов. Если специфическая гибридизация происходит между зондом нуклеиновой кислоты и нуклеиновой 

кислотой в тестируемом образце, значит образец содержит аллель, комплементарный нуклеотиду, при-

сутствующему в зонде нуклеиновой кислоты. Процесс можно повторить для любых маркеров по данно-

му изобретению или маркеров, составляющих гаплотип по данному изобретению, или несколько зондов 

можно использовать параллельно для детекции аллелей более чем одного маркера одновременно. Воз-

можно также создать единый зонд, содержащий аллели более чем одного маркера определенного гапло-

типа (например, зонд, содержащий аллели, комплементарные к 2, 3, 4, 5 или всем маркерам, составляю-

щим конкретный гаплотип). Детектирование конкретных маркеров гаплотипа в образце указывает на то, 

что источник, у которого был взят образец, имеет конкретный гаплотип (например, гаплотип) и таким 

образом является подверженным раку молочной железы. 

В одном предпочтительном воплощении способ, в котором применяется детектирующий олигонук-

леотидный зонд, включающий флуоресцентный компонент или группу на своем 3' конце и гаситель на 

своем 5' конце, и усиливающий олигонуклеотид, применяется согласно описанию у Kutyavin et al. (Nu-

cleic Acid Res. 34:e128 (2006)). Флуоресцентным компонентом может служить Gig Harbor Green или 

Yakima Yellow, или другой подходящий, флуоресцентный компонент. Детектирующий зонд создается 

для гибридизации с короткой нуклеотидной последовательностью, содержащей однонуклеотидный по-

лиморфизм, подлежащий определению. Предпочтительно однонуклеотидный полиморфизм находится в 

любом положении от концевого остатка до -6 остатка с 3' конца детектирующего зонда. Усилитель пред-

ставляет собой короткий олигонуклеотидный зонд, который гибридизуется с ДНК-матрицей в 3' положе-

нии относительно детектирующего зонда. Зонды создаются таким образом, что когда детектирующий 

зонд и усиливающий нуклеотидный зонд, оба, связаны с матрицей, между ними существует однонуклео-

тидный пробел. Этот пробел приводит к появлению искусственного сайта в виде остатка дезоксирибозы, 

лишенного азотистого основания, распознаваемого эндонуклеазой, например эндонуклеазой IV. Фермент 

отщепляет краситель от полностью комплементарного детектирующего зонда, но не может расщепить 

детектирующий зонд, содержащий несовпадение. Таким образом, путем измерения флуоресценции вы-

свобожденного флуоресцентного компонента может проводиться оценка наличия конкретного аллеля, 

определяемого нуклеотидной последовательностью детектирующего зонда. 

Детектирующий зонд может быть любого подходящего размера, хотя предпочтительно зонды бы-

вают относительно короткими. В одном воплощении зонд имеет длину 5-100 нуклеотидов. В другом во-

площении зонд имеет длину 10-50 нуклеотидов, а в другом воплощении зонд имеет длину 12-30 нуклео-

тидов. Другие размеры зондов также возможны и находятся в рамках компетенции специалиста в данной 

области. 

В предпочтительном воплощении ДНК-матрица, содержащая однонуклеотидный полморфизм, пе-

ред детекцией амплифицируется в ходе полимеразной цепной реакции (ПЦР). В таком воплощении ам-

плифицируемая ДНК служит матрицей для детектирующего зонда и усиливающего зонда. 

Определенные воплощения детектирующего зонда, усиливающего зонда и/или праймеров, исполь-

зуемых для амплификации матрицы в ПЦР, включают применение модифицированных оснований, 

включая модифицированные А и модифицированные G. Применение модифицированных оснований 

может использоваться для подгонки температур плавления нуклеотидной молекулы (зонда и/или прай-

мера) и ДНК-матрицы, например, для повышения температуры плавления в участках с низким процент-

ным содержанием оснований G или С, в которых могут применяться модифицированные А, со способно-

стью формировать три водородные связи со своими комплементарными Т, или для понижения темпера-

туры плавления в участках с высоким процентным содержанием оснований G или С, например, при при-
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менении модифицированных оснований G, формирующих только две водородные связи с комплемен-

тарными им основаниями С в двунитевой молекуле ДНК. В предпочтительном воплощении модифици-

рованные основания применяются для создания детектирующего нуклеотидного зонда. Любое модифи-

цированное основание, известное специалистам, может быть выбрано в этих методах, и выбор подходя-

щих оснований находится в рамках компетенции специалиста и основывается на приведенных здесь све-

дениях и имеющихся в распоряжении специалиста основаниях, доступных из коммерческих источников. 

Кроме того, в описываемых здесь гибридизационных методах в дополнение к зонду нуклеиновой 

кислоты или вместо него можно использовать зонд пептидной нуклеиновой кислоты (ПНК). ПНК пред-

ставляет собой ДНК, имитирующую наличие пептидоподобного неорганического скелета, например, 

единиц N-(2-аминоэтил)глицина с органическими основаниями (A, G, С, Т или U), присоединенных к 

атому азота глицина через метиленовый карбонильный линкер (см., например, Nielsen, P., et al., Biocon-

jug. Chem. 5:3-7 (1994)). Зонд ПНК может быть специально сконструирован для специфической гибриди-

зации в образце с молекулой, предположительно содержащей одну или более аллелей маркера или гап-

лотипа, ассоциированных с раком молочной железы. Таким образом, гибридизация зонда ПНК будет 

диагностичной в отношении рака молочной железы или предрасположенности к раку молочной железы. 

В одном воплощении изобретения у субъекта берется тестируемый образец, содержащий геномную 

ДНК, и для амплификации фрагмента, содержащего один или более маркеров или гаплотипов по данно-

му изобретению применяется полимеразная цепная реакция (ПЦР). Согласно данному описанию иден-

тификация конкретного аллеля маркера или гаплотипа, ассоциированного с раком молочной железы, 

может проводиться с помощью разнообразных методов (например, анализа последовательности, анализа 

с помощью рестрикционного расщепления, специфической гибридизации, анализа конформационного 

полиморфизма однонитевой ДНК (от англ. Single Stranded Conformation Polymorphism, SSCP), электро-

форетического анализа и т.д. В другом воплощении диагностика выполняется путем анализа экспрессии 

с помощью количественной ПЦР (в кинетическом термоциклере). Для такой методики, например, могут 

применяться коммерческие доступные технологии, такие как TaqMan (Applied Biosystems, Foster City, 

CA). Данная методика позволяет оценить наличие изменения в экспрессии или составе полипептида или 

варианта (вариантов) сплайсинга, кодируемых нуклеиновой кислотой, ассоциированной с раком молоч-

ной железы. Кроме того, экспрессия варианта (вариантов) может определяться как физическое или 

функциональное отличие. 

В другом способе по изобретению для детектирования определенного аллеля может применяться 

рестрикционный анализ, в том случае, если аллель обусловливает образование или исчезновение рест-

рикционного сайта референсной последовательности. Может быть проведен анализ полиморфизма дли-

ны рестрикционных фрагментов (от англ. Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP), например, 

согласно описанию в Current Protocols in Molecular Biology, supra. Профиль расщепления соответствую-

щего фрагмента ДНК указывает на присутствие или отсутствие конкретного аллеля в образце. 

Анализ последовательности может также применяться для детекции определенных аллелей или га-

плотипов, ассоциированных с раком молочной железы (например, полиморфных маркеров по табл. 12-14 

(SEQ ID NO:1-237) и маркеров в неравновесии по сцеплению с ними). Так, в одном воплощении опреде-

ление наличия или отсутствия конкретных аллелей маркеров или гаплотипов включает анализ последо-

вательности тестируемого образца ДНК или РНК, полученного у субъекта или индивида. Для амплифи-

кации части нуклеиновой кислоты, ассоциированной с раком молочной железы, может применяться ПЦР 

или другой соответствующий метод, а наличие определенного аллеля затем может определяться непо-

средственно путем секвенирования полиморфного сайта (или множества полиморфных сайтов в гапло-

типе) геномной ДНК в образце. 

Аллель-специфические олигонуклеотиды могут также применяться для детекции наличия конкрет-

ного аллеля нуклеиновой кислоты, ассоциированной с раком молочной железы (например, полиморфных 

маркеров по табл. 12-14 и маркеров в неравновесии по сцеплению с ними), с помощью дот-блот гибриди-

зации амплифицированных олигонуклеотидов с аллель-специфическими олигонуклеотидными зондами 

(от англ. Аллель-Specific Oligonucleotide, ASO) (см., например, Saiki, R. et al., Nature, 324:163-166 (1986)). 

"Аллель-специфический олигонуклеотид" (также обозначаемый здесь как "аллель-специфический олиго-

нуклеотидный зонд") представляет собой олигонуклеотид, состоящий приблизительно из 10-50 пар ос-

нований или приблизительно из 15-30 пар оснований, который специфически гибридизуется с нуклеино-

вой кислотой, ассоциированной с раком молочной железы, содержащей определенный аллель поли-

морфного сайта (например, маркер или гаплотип согласно данному описанию). Аллель-специфический 

олигонуклеотидный зонд, специфичный к одной конкретной нуклеиновой кислоте, ассоциированной с 

раком молочной железы, или более, может быть создан с применением стандартных способов (см., на-

пример, Current Protocols in Molecular Biology, supra). Для амплификации желаемого участка может ис-

пользоваться ПЦР. Можно провести дот-блоттинг ДНК, содержащей амплифицированный участок, с 

помощью стандартных методов (см., например, Current Protocols in Molecular Biology, supra), и проинку-

бировать блот с олигонуклеотидным зондом. Затем можно определить наличие специфической гибриди-

зации зонда с амплифицированным участком. Специфическая гибридизация аллель-специфическиго 

олигонуклеотидного зонда с ДНК субъекта указывает на наличие определенного аллеля полиморфного 
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сайта, ассоциированного с раком молочной железы (см., например, Gibbs, R. et al., Nucleic Acids Res., 

17:2437-2448 (1989) and WO 93/22456). 

С добавлением таких аналогов, как закрытые нуклеиновые кислоты (от англ. Locked Nucleic Acids, 

LNAs), размер праймеров и зондов может быть уменьшен всего до 8 оснований. LNAs являются новым 

классом бициклических аналогов ДНК, в которых 2' и 4' положения фуранозного кольца связаны через 

О-метиленовые (окси-LNA), S-метиленовые (тио-LNA) или амино-метиленовые (амино-LNA) группи-

ровки. Общим для всех этих вариантов LNA является аффинность к комплементарным нуклеиновым 

кислотам, которая является наиболее высокой среди всех известных аналогов ДНК. Например, было по-

казано, что определенные нонамеры окси-LNA имеют температуры плавления (Tm) 64 и 74°С будучи в 

комплексе соответственно с комплементарной ДНК или РНК, в противоположность 28°С для ДНК и 

РНК в случае соответствующего нонамера ДНК. Существенное повышение Tm также происходит, когда 

мономеры LNA используются в комбинации с мономерами стандартной ДНК или РНК. Tm для прайме-

ров и зондов может быть существенно повышена в зависимости от того, куда включаются мономеры 

LNA (например, на 3' конце, на 5' конце или в середине). 

В другом воплощении матрицы олигонуклеотидных зондов, комплементарных к целевым сегмен-

там последовательности нуклеиновой кислоты субъекта, могут применяться для идентификации поли-

морфизмов в нуклеиновой кислоте, ассоциированной с раком молочной железы (например, полиморф-

ных маркеров по табл. 12-14 (SEQ ID NO:1-237) и маркеров в неравновесии по сцеплению с ними). На-

пример, могут быть использованы нуклеотидные матрицы. Олигонуклеотидные матрицы обычно содер-

жат множество различных олигонуклеотидных зондов, связанных с поверхностью субстрата в разных 

известных положениях. Такие олигонуклеотидные матрицы, также обозначаемые как "Genechips," ши-

роко описаны в данной области техники (см., например, US Patent № 5143854, РСТ Patent Publication  

№ WO 90/15070 и 92/10092). Эти матрицы обычно производятся с помощью механических методов син-

теза или методов синтеза с использованием светового потока, включающих сочетание фотолитографиче-

ских методов и методов твердофазного синтеза олигонуклеотидов, или с помощью других методов, из-

вестных специалистам (см., например, Bier, F.F., et al. Adv Biochem Eng Biotechnol 109:433-53 (2008); 

Hoheisel, J.D., Nat Rev Genet 7:200-10 (2006); Fan, J.B., et al. Methods Enzymol 410:57-73 (2006); Raqoussis, 

J. & Elvidge, G., Expert Rev Mol Diagn 6:145-52 (2006); Mockler, T.C., et al. Genomics 85:1-15 (2005), и ци-

тируемые в них ссылки, описания каждой из которых включены сюда во всей их полноте путем ссылок). 

Дополнительные описания создания и применения олигонуклеотидных матриц для выявления полимор-

физмов могут быть найдены, например, в US 6858394, US 6429027, US 5445934, US 5700637,  

US 5744305, US 5945334, US 6054270, US 6300063, US 6733977, US 7364858, ЕР 619321 и ЕР 373203, 

описания которых включены сюда во всей их полноте путем ссылок. 

Для детекции конкретного аллеля полиморфного сайта, ассоциированного с раком молочной желе-

зы, могут применяться другие методы анализа нуклеиновых кислот, доступные специалистам. Репрезен-

тативные методы включают, например, прямое секвенирование вручную (Church arid Gilbert, Proc. Natl. 

Acad. Sci. USA, 81: 1991-1995 (1988); Sanger, F., et al., Proc. Natt Acad: Sci. USA, 74:5463-5467 (1977); 

Beavis, et al., US Patent № 5288644); автоматизированное секвенирование с использованием флуоресцен-

ции; анализ конформационного полиморфизма однонитевой ДНК (single stranded conformation poly-

morhism assays, SSCP); электрофорез в денатурирующем геле с фиксацией GC (clamped denaturing gel 

electrophoresis, CDGE); электрофорез в градиентном денатурирующем геле (denaturing gradient gel elec-

trophoresis, DGGE) (Sheffield, V., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86:232-236 (1989)), анализ по сдвигу 

электрофоретической подвижности (mobility shift analysis) (Orita, M., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 

86:2766-2770 (1989)), рестрикционный анализ (Flavell, R., et al., Cell, 15:25-41 (1978); Geever, R., et al., 

Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 78:5081-5085 (1981)); гетеродуплексный анализ; химическое расщепление не-

комплементарных сайтов (chemical mismatch cleavage, CMC) (Cotton, R., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 

85:4397-4401 (1985)); анализ с помощью защиты от рибонуклеазы (RNase protection assays) (Myers, R., et 

al., Science, 230:1242-1246 (1985); применение полипептидов, распознающих нуклеотидные несовпаде-

ния, таких как белок Е. coli mutS; и аллель-специфическую ПЦР. 

В другом воплощении изобретения диагностика рака молочной железы или предрасположенности к 

раку молочной железы может проводиться при изучении экспрессии и/или состава полипептида, коди-

руемого нуклеиновой кислотой, ассоциированной с раком молочной железы в тех случаях, когда генети-

ческий маркер (маркеры) или гаплотип (гаплотипы) по данному изобретению приводят к изменению со-

става или экспрессии полипептида. Так, диагностика предрасположенности к раку молочной железы мо-

жет проводиться при изучении экспрессии и/или состава одного из указанных полипептидов или другого 

полипептида, кодируемого нуклеиновой кислотой, ассоциированной с раком молочной железы в тех 

случаях, когда генетический маркер или гаплотип по данному изобретению приводит к изменению со-

става или экспрессии полипептида (например, одного или более из генов FGF10, MRPS30, HCN1 и 

FGFR2). Гаплотипы и маркеры по данному изобретению, ассоциированные с раком молочной железы, 

могут оказывать эффект на один или более из этих близкорасположенных генов. Возможный механизм 

влияния на эти гены включает, например, влияние на транскрипцию, влияние на сплайсинг РНК, измене-

ния в относительном количестве форм альтернативного сплайсинга мРНК, влияние на стабильность 
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РНК, влияние на транспорт из ядра в цитоплазму и влияние на эффективность и точность трансляции. 

Так, в другом воплощении варианты (маркеры или гаплотипы) по изобретению, ассоциированные с 

раком молочной железы, влияют на экспрессию близкорасположенного гена. Известно, что регулятор-

ные элементы, влияющие на экспрессию генов, могут располагаться за десятки и даже сотни килобаз от 

участка промотора гена. Оценивая наличие или отсутствие по меньшей мере одного аллеля по меньшей 

мере одного полиморфного маркера по данному изобретению, возможно оценить уровень экспрессии 

таких близрасположенных генов. Предполагается, что детекция маркеров или гаплотипов по данному 

изобретению может применяться для оценки экспрессии одного или более генов FGF10, MRPS30, HCN1 

и FGFR2. 

Для определения уровня экспрессии белков могут применяться различные методы, включая имму-

ноферментный анализ, Вестерн-блоттинг, иммунопреципитацию и иммунофлуоресценцию. Тестируемый 

образец субъекта оценивается на наличие изменения в экспрессии и/или изменения в составе полипепти-

да, кодируемого нуклеиновой кислотой, ассоциированной с раком молочной железы. Изменения в экс-

прессии полипептида, кодируемого нуклеиновой кислотой, ассоциированной с раком молочной железы, 

могут, например, представлять собой изменения в количестве экспрессируемого полипептида (т.е. коли-

чество продуцируемого полипептида). Изменения в составе полипептида, кодируемого нуклеиновой ки-

слотой, ассоциированной с раком молочной железы, представляют собой качественные изменения в экс-

прессии полипептида (например, экспрессия мутантного полипептида или другого сплайсингового вари-

анта). В одном воплощении диагностика предрасположенности к раку молочной железы производится 

путем детекции определенного сплайсингового варианта, кодируемого нуклеиновой кислотой, ассоции-

рованной с раком молочной железы, или определенного профиля сплайсинговых вариантов (например, 

нуклеиновыми кислотами, кодирующими гены FGF10, MRPS30 и HCN1). 

Могут иметь место оба вида таких нарушений (количественные и качественные). "Изменение" в 

экспрессии или составе полипептида по данному описанию относится к изменению экспрессии или со-

става тестируемого образца, по сравнению с экспрессией или составом полипептида в контрольном об-

разце. Контрольным образцом является образец, соответствующий тестируемому образцу (например, 

происходит из того же типа клеток), и забирается у субъекта, который не поражен или который не под-

вержен раку молочной железы. В одном воплощении контрольный образец берется у субъекта, который 

не имеет аллеля маркера или гаплотипа по данному описанию. Также, наличие одного или более различ-

ных вариантов сплайсинга в тестируемом образце или присутствие значительно различающегося количе-

ства разных вариантов сплайсинга в тестируемом образце по сравнению с контрольным образцом может 

указывать на предрасположенность к раку молочной железы. Изменения экспрессии или состава поли-

пептида в тестируемом образце по сравнению с контрольным образцом может указывать на наличие оп-

ределенного аллеля в случае, когда аллель приводит к изменению сайта сплайсинга относительно рефе-

ренсного в контрольном образце. Специалистам известны и могут применяться различные способы изу-

чения экспрессии или состава полипептида, кодируемого нуклеиновой кислотой, включая спектроско-

пию, колориметрию, электрофорез, изоэлектрическое фокусирование и иммунологические методы (на-

пример, David et al., US Pat. № 4376110), такие как иммуноблоттинг (см., например, Current Protocols in 

Molecular Biology, в частности глава 10, supra). 

Например, в одном воплощении может использоваться антитело (например, антитело с детектируе-

мой меткой), способное связываться с полипептидом, кодируемым нуклеиновой кислотой, ассоцииро-

ванной с раком молочной железы. Антитела могут быть поликлональными или моноклональными. Мо-

жет использоваться интактное антитело или его фрагмент (например, Fv, Fab, Fab', F(ab')2). Термин "ме-

ченое" в отношении зонда или антитела применяется для обозначения прямого мечения зонда путем 

сшивания (т.е. физического связывания) детектируемого вещества с зондом или антителом, а также не-

прямого мечения зонда или антитела по его способности реагировать с другим реагентом, меченным на-

прямую. Примеры непрямого мечения включают детекцию первичного антитела с помощью меченого 

вторичного антитела (например, вторичное антитело с флуоресцентной меткой) и концевое мечение 

ДНК-зонда биотином, что позволяет его детектировать флуоресцентно-меченым стрептавидином. 

В одном воплощении данного способа уровень или количество полипептида, кодируемого нуклеи-

новой кислотой, ассоциированной с раком молочной железы (например, FGF10, MRPS30 и HCN1) в тес-

тируемом образце сравнивается с уровнем или количеством полипептида в контрольном образце. Коли-

чество или уровень полипептида в контрольном образце, которое выше или ниже уровня или количества 

полипептида в контрольном образце настолько, что различие статистически достоверно, указывает на 

изменение экспрессии полипептида, кодируемого нуклеиновой кислотой, и является диагностическим в 

отношении конкретного аллеля или гаплотипа, ответственного за различие в экспрессии. В альтернатив-

ном варианте состав полипептида в тестируемом образце сравнивается с составом полипептида в кон-

трольном образце. В другом воплощении могут оцениваться как уровень или количество, так и состав 

полипептида в тестируемом образце и в контрольном образце. 

В другом воплощении диагностика предрасположенности к раку молочной железы проводится по 

детектированию по меньшей мере одного маркера или гаплотипа по данному изобретению (например, 

ассоциированных аллелей маркеров и гаплотипов, перечисленных в табл. 12-14 (SEQ ID NO:1-237) и 
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маркеров в неравновесии по сцеплению с ними) в сочетании с дополнительным исследованием белков, 

РНК или ДНК. Способы по изобретению могут также использоваться в сочетании с анализом семейного 

анамнеза субъекта и факторов риска (например, факторов риска внешней среды, факторов риска образа 

жизни). 

Наборы. 

Наборы, применяемые в способах по изобретению, включают компоненты, применяемые в любых 

описываемых здесь способах, включая, например, праймеры для амплификации нуклеиновых кислот, 

гибридизационные зонды, рестрикционные ферменты (например, для анализа RFLP), аллель-

специфические олигонуклеотиды, антитела, связывающиеся с измененными полипептидами, кодируе-

мыми нуклеиновой кислотой по изобретению согласно данному описанию (например, сегментом генома, 

содержащим по меньшей мере один полиморфный маркер и/или гаплотип по данному изобретению) или 

с неизмененным (нативным) полипептидом, кодируемым нуклеиновой кислотой по изобретению соглас-

но данному описанию, средства для амплификации нуклеиновой кислоты, ассоциированной с раком мо-

лочной железы, средства для анализа нуклеотидной последовательности нуклеиновой кислоты, ассоции-

рованной с раком молочной железы, средства для анализа аминокислотной последовательности поли-

пептида, кодируемого нуклеиновой кислотой, ассоциированной с раком молочной железы и т.д. Наборы 

могут, например, содержать необходимые буферы, праймеры нуклеиновых кислот для амплификации 

нуклеиновых кислот по изобретению (например, одного или более полиморфных маркеров по данному 

описанию) и реагенты для аллель-специфической детекции амплифицируемых фрагментов с применени-

ем таких праймеров и необходимых ферментов (например, ДНК-полимеразы). Кроме того, наборы могут 

иметь реагенты для тестов, для применения в сочетании со способами по данному изобретению, напри-

мер, реагенты для применения в тестах для диагностики рака молочной железы. 

В одном воплощении изобретение представляет собой набор для тестирования образца, взятого у 

субъекта, для детекции наличия у субъекта рака молочной железы или предрасположенности к раку мо-

лочной железы, когда набор включает реагенты, необходимые для избирательного детектирования по 

меньшей мере одного аллеля по меньшей мере одного полиморфизма по данному изобретению в геноме 

индивида. В конкретном воплощении реагенты включают по меньшей мере один примыкающий олиго-

нуклеотид, гибридизующийся с фрагментом в геноме индивида, содержащим по меньшей мере один по-

лиморфизм по данному изобретению. В другом воплощении реагенты включают по меньшей мере одну 

пару олигонуклеотидов, гибридизующихся с противоположными нитями сегмента генома, полученного 

у субъекта, когда каждая пара олигонуклеотидных праймеров создана для селективной амплификации 

фрагмента генома индивида, содержащего по меньшей мере один полиморфизм, когда полиморфизм 

выбран из группы, состоящей из полиморфизмов, перечисленных в табл. 12-14 (SEQ ID NO:1-237) и по-

лиморфных маркеров в неравновесии по сцеплению с ними. В другом воплощении фрагмент имеет дли-

ну по меньшей мере 20 пар оснований. Такие олигонуклеотиды или нуклеиновые кислоты (например, 

олигонуклеотидные праймеры) могут быть созданы с применением части последовательностей нуклеи-

новых кислот, фланкирующих полиморфизмы (например, ОНП или микросателлиты), указывающие на 

рак молочной железы. В другом воплощении набор включает одну или более меченых нуклеиновых ки-

слот, пригодных для аллель-специфической детекции одного или более определенных полиморфных 

маркеров или гаплотипов, ассоциированных с раком молочной железы, реагентами для детекции метки. 

Подходящие метки включают, например, радиоизотоп, флуоресцентную метку, ферментную метку, мет-

ку в виде кофактора фермента, магнитную метку, спин-метку, эпитоп-метку. 

В конкретных воплощениях полиморфный маркер или гаплотип, подлежащий определению реаген-

тами по набору, включает один или более маркеров, два или более маркеров, три или более маркеров, 

четыре или более маркеров или пять или более маркеров, выбранных из группы, состоящей из маркеров 

по табл. 12-14. В другом воплощении маркер, подлежащий определению, выбран из маркеров 

rs10941679, rs7703618, rs4415084, rs2067980, rs10035564, rs11743392, rs7716600 и rs1219648. В другом 

воплощении маркер или гаплотип, подлежащий определению, включает по меньшей мере один маркер 

из группы маркеров в сильном неравновесии по сцеплению, которое описывается значениями r
2
 выше 

0,2, по меньшей мере с одной из групп маркеров, состоящей из маркеров, приведенных в табл. 12-14. В 

другом воплощении маркер или гаплотип, подлежащий определению, включает по меньшей мере один 

маркер, выбранный из группы маркеров, состоящей из маркеров rs10941679, rs7703618, rs4415084, 

rs2067980, rs10035564, rs11743392, rs7716600 и rs1219648 и маркеров в неравновесии по сцеплению с 

ними. 

В одном предпочтительном воплощении набор для детекции маркеров по изобретению включает 

детектирующий олигонуклеотидный зонд, гибридизующийся с сегментом ДНК-матрицы, содержащей 

ОНП полиморфизм, подлежащий детекции, усиливающий олигонуклеотидный зонд и эндонуклеазу. Де-

тектирующий олигонуклеотидный зонд включает флуоресцентный компонент или группу на своем 3' 

конце и гаситель на своем 5' конце, и усиливающий олигонуклеотид, применяется согласно описанию у 

Kutyavin et al. (Nucleic Acid Res. 34:e128 (2006)). Флуоресцентным компонентом может служить Gig Har-

bor Green или Yakima Yellow либо другой подходящий флуоресцентный компонент. Детектирующий 

зонд создается для гибридизации с короткой нуклеотидной последовательностью, содержащей однонук-
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леотидный полиморфизм, подлежащий определению. Предпочтительно однонуклеотидный полимор-

физм находится в любом положении от концевого остатка до -6 остатка с 3' конца детектирующего зон-

да. Усилитель представляет собой короткий олигонуклеотидный зонд, который гибридизуется с ДНК-

матрицей в 3' положении относительно детектирующего зонда. Зонды создаются таким образом, что ко-

гда детектирующий зонд и усиливающий нуклеотидный зонд, оба, связаны с матрицей, между ними су-

ществует однонуклеотидный пробел. Этот пробел приводит к появлению искусственного сайта в виде 

остатка дезоксирибозы, лишенного азотистого основания, распознаваемого эндонуклеазой, например 

эндонуклеазой IV. Фермент отщепляет краситель от полностью комплементарного детектирующего зон-

да, но не может расщепить детектирующий зонд, содержащий несовпадение. Таким образом, путем из-

мерения флуоресценции высвобожденного флуоресцентного компонента может проводиться оценка на-

личия конкретного аллеля, определяемого нуклеотидной последовательностью детектирующего зонда. 

Детектирующий зонд может быть любого подходящего размера, хотя предпочтительно зонды бы-

вают относительно короткими. В одном воплощении зонд имеет длину 5-100 нуклеотидов. В другом во-

площении зонд имеет длину 10-50 нуклеотидов, а в другом воплощении зонд имеет длину 12-30 нуклео-

тидов. Другие размеры зондов также возможны и находятся в рамках компетенции специалиста в данной 

области. 

В предпочтительном воплощении ДНК-матрица, содержащая однонуклеотидный полморфизм, пе-

ред детекцией амплифицируется в ходе полимеразной цепной реакции (ПЦР), и праймеры для такой ам-

плификации входят в состав набора реагентов. В таком воплощении амплифицируемая ДНК служит мат-

рицей для детектирующего зонда и усиливающего зонда. 

Определенные воплощения детектирующего зонда, усиливающего зонда, и/или праймеров, исполь-

зуемых для амплификации матрицы в ПЦР, включают применение модифицированных оснований, 

включая модифицированные А и модифицированные G. Применение модифицированных оснований 

может использоваться для подгонки температур плавления нуклеотидной молекулы (зонда и/или прай-

мера) и ДНК-матрицы, например для повышения температуры плавления в участках с низким процент-

ным содержанием оснований G или С, в которых могут применяться модифицированные А, со способно-

стью формировать три водородные связи со своими комплементарными Т, или для понижения темпера-

туры плавления в участках с высоким процентным содержанием оснований G или С, например, при при-

менении модифицированных оснований G, формирующих только две водородные связи с комплемен-

тарными им основаниями С в двунитевой молекуле ДНК. В предпочтительном воплощении модифици-

рованные основания применяются для создания детектирующего нуклеотидного зонда. Любое модифи-

цированное основание, известное специалистам, может быть выбрано в этих методах, и выбор подходя-

щих оснований находится в рамках компетенции специалиста и основывается на приведенных здесь све-

дениях и имеющихся в распоряжении специалиста основаниях, доступных из коммерческих источников. 

В одном из таких воплощений наличие маркера или гаплотипа указывает на предрасположенность 

(повышенную предрасположенность или пониженную предрасположенность) к раку молочной железы. В 

другом воплощении наличие маркера или гаплотипа указывает на ответ на терапевтический агент, при-

меняемый при раке молочной железы. В другом воплощении наличие маркера или гаплотипа указывает 

на прогноз рака молочной железы. В еще одном воплощении наличие маркера или гаплотипа указывает 

на успешность лечения рака молочной железы. Такое лечение может включать хирургическое вмеша-

тельство, медикаментозную терапию или другие способы (например, изменение образа жизни). 

Терапевтические агенты. 

Варианты по данному изобретению (например, маркеры и/или гаплотипы по изобретению, напри-

мер, маркеры, перечисленные в табл. 12-14, например, rs4415084, rs10941679, rs1219648) могут приме-

няться для идентификации новых терапевтических мишеней при раке молочной железы. Например, ге-

ны, содержащие варианты или находящиеся в неравновесии по сцеплению с вариантами (маркерами 

и/или гаплотипами), ассоциированными с раком молочной железы, или их продукты, например один или 

более из генов FGF10, MRPS30, HCN1 и FGFR2, или их продукты, а также гены или их продукты, прямо 

или косвенно регулируемые этими вариантами генов или их продуктами, или взаимодействующие с ни-

ми, могут быть мишенями для разработки терапевтических агентов для лечения рака молочной железы, 

или предупреждения или замедления развития симптомов, ассоциированных с раком молочной железы. 

Терапевтические агенты могут включать одну или более молекул, например малых молекул, не относя-

щихся к белкам и нуклеиновым кислотам, белков, пептидов, белковых фрагментов, нуклеиновых кислот 

(ДНК, РНК), ПНК (пептидных нуклеиновых кислот) или их производных или миметиков, способных 

модулировать функцию и/или уровень генов-мишеней или их генных продуктов. 

Нуклеиновые кислоты и/или варианты по изобретению, нуклеиновые кислоты, содержащие один 

или более вариантов по изобретению (например, нуклиновые кислоты, имеющие последовательность, 

приведенную в любой из SEQ ID NO:1-237, или их фрагменты) или нуклеиновые кислоты, содержащие 

комплементарную им последовательность, могут применяться как анти-сенс конструкции для контроля 

экспрессии генов в клетках, тканях или органах. Методики, связанные с техникой анти-сенс, хорошо из-

вестны специалистам и их описание и обзор приводятся в AntisenseDrug Technology: Principles, Strategies, 

u Applications, Crooke, ed., Marcel Dekker Inc., New York (2001). В общем, анти-сенс молекулы нуклеино-
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вых кислот создаются комплементарными к участку мРНК, экспрессируемой геном, так что анти-сенс 

молекула гибридизуется с мРНК и таким образом блокирует трансляцию белка мРНК. Специалистам 

известно несколько классов анти-сенс олигонуклеотидов, включая расщепляющие и блокирующие. 

Первые связываются с сайтами-мишенями РНК, активируют внутриклеточные нуклеазы (например, 

РНКазу Н или РНКазу L), которые расщепляют РНК-мишень. Блокаторы связываются с РНК-мишенью, 

ингибируют трансляцию белка путем стерического блокирования рибосом. Примерами блокаторов могут 

быть нуклеиновые кислоты, морфолиновые соединения, закрытые нуклеиновые кислоты и метилфосфо-

наты (Thompson, Drug Discovery Today, 7:912-917 (2002)). Анти-сенс олигонуклеотиды применяются не-

посредственно в качестве терапевтических агентов, а также применяются для определения и подтвер-

ждения функции гена, например, в экспериментах с нокаутом гена или нокдауном гена. Техника анти-

сенс также описана Lavery et al., Curr. Opin. Drug Discov. Devel. 6:561-569 (2003), Stephens et al., Curr. 

Opin. Mol. Ther. 5:118-122 (2003), Kurreck, Eur. J. Biochem. 270:1628-44 (2003), Dias et al., Mol. Cancer Ter. 

1:347-55 (2002), Chen, Methods Mol. Med. 75:621-636 (2003), Wang et al., Curr. Cancer Drug Targets 1:177-

96 (2001), and Bennett, Antisense Nucleic Acid Drug. Dev. 12:215-24 (2002). 

Описываемые здесь варианты могут использоваться для выбора и создания анти-сенс реагентов, 

специфических для конкретных вариантов. Используя информацию об описываемых здесь вариантах, 

можно создать анти-сенс олигонуклеотиды или другие анти-сенс молекулы, специфически взаимодейст-

вующие с молекулами мРНК, содержащими один или более вариантов по данному изобретению. В этом 

случае экспрессия молекул мРНК, содержащих один или более вариантов по данному изобретению (мар-

керы и/или гаплотипы), может быть подавлена или блокирована. В одном воплощении анти-сенс моле-

кулы созданы для специфического связывания определенной аллельной формы (т.е. одного или несколь-

ких вариантов (аллелей и/или гаплотипов)) нуклеиновой кислоты-мишени, и, таким образом, подавления 

трансляции продукта, производимого этим определенным аллелем или гаплотипом, без связывания дру-

гих или альтернативных вариантов в специфических полиморфных сайтах молекулы нуклеиновой ки-

слоты-мишени. 

Поскольку молекулы анти-сенс могут применяться для инактивации мРНК для ингибирования экс-

прессии генов и, следовательно, экспрессии белков, молекулы могут использоваться для лечения заболе-

вания или нарушения, такого как рак молочной железы. Методика может включать расщепление с по-

мощью рибозимов, содержащих нуклеотидные последовательности, комплементарные к одному или бо-

лее участкам мРНК, что изменяет способность мРНК к трансляции. Такие участки мРНК включают, на-

пример, белок-кодирующие участки, в частности белок-кодирующие участки, соответствующие катали-

тической активности, сайтам связывания субстрата и/или лиганда, или другим функциональным доменам 

белка. 

Феномен РНК интерференции (RNAi) активно изучался на протяжении последних 10 лет с момента 

его первоначального открытия у С. elegans (Fire et al., Nature 391:806-11 (1998)), и в последние годы ак-

тивно обсуждалось его возможное применение в лечении заболеваний человека (см. обзор Kim & Rossi, 

Nature Rev. Genet. 8:173-204 (2007)). РНК интерференция (RNAi), также обозначаемая сайленсингом ге-

нов, основана на применении двунитевых молекул РНК (dsRNA) для выключения определенных генов. В 

клетке молекулы цитоплазматической двунитевой РНК (dsRNA) подвергаются процессингу клеточными 

комплексами в малые интерферирующие РНК (siRNA, от англ. small interfering RNA). siRNA направляют 

комплексы протеин-РНК к специфическим сайтам на мРНК-мишени, приводя к расщеплению мРНК 

(Thompson, Drug Discovery Today, 7:912-917 (2002)). Молекулы siRNA обычно бывают длиной 20, 21, 22 

или 23 нуклеотида. Таким образом, один аспект изобретения касается изолированных молекул нуклеи-

новых кислот и применения этих молекул для РНК интерференции, т.е. в качестве малых интерфери-

рующих молекул РНК (siRNA). В одном воплощении изолированные молекулы нуклеиновых кислот 

имеют размер 18-26 нуклеотидов, предпочтительно 19-25 нуклеотидов, более предпочтительно 20-24 

нуклеотида и более предпочтительно 21, 22 или 23 нуклеотида. 

Другой путь RNAi-опосредованного подавления генов берет начало от эндогенно кодируемых пер-

вичных транскриптов микроРНК (primary microRNA, pri-miRNA), которые подвергаются процессингу в 

клетках и образуют предшественник miRNA (precursor, pre-miRNA). Эти молекулы miRNA транспорти-

руются из ядра в цитоплазму, где они подвергаются процессингу и образуют зрелые молекулы miRNA 

(miRNA), которые управляют ингибированием процесса трансляции путем распознавания сайтов-

мишеней в 3' нетранслируемых участках мРНК, и последующей деградации мРНК Р-тельцами (см. обзор 

Kim & Rossi, Nature Rev. Genet. 8:173-204 (2007)). 

Клинические применения RNAi включают получение искусственно синтезированных дуплексов 

siRNA, которые предпочтительно имеют размер 20-23 нуклеотидов и предпочтительно имеют высту-

пающие 3' концы в 2 нуклеотида. Нокдаун экспрессии генов вызывают за счет создания последователь-

ности, специфической к мРНК-мишени. Специалистам известно несколько коммерческих сайтов для оп-

тимизации разработки и синтеза таких молекул. 

Другие применения связаны с более длинными молекулами siRNA (обычно 25-30 нуклеотидов дли-

ной предпочтительно около 27 нуклеотидов), а также малыми РНК, образующими шпильку (smaill hair-

pin RNAs, shRNAs; обычно около 29 нуклеотидов длиной). Последние экспрессируются естественным 
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путем, что описано Amarzguioui et al. (FEBS Lett. 579:5974-81 (2005)). Химически синтезированные 

siRNAs и shRNAs являются субстратами для процессинга in vivo и в некоторых случаях обеспечивают 

более сильное подавление генов по сравнению с более короткими аналогами (Kim et al., Nature Biotech-

nol. 23:222-226 (2005); Siolas et al., Nature Biotechnol. 23:227-231 (2005)). Как правило, siRNAs обеспечи-

вают транзиторное подавление экспрессии генов, поскольку их внутриклеточная концентрация снижает-

ся при последующих делениях клетки. Напротив, экспрессируемые shRNAs опосредуют длительно су-

ществующий и стабильный нокдаун транскриптов-мишеней, поскольку имеет место транскрипция 

shRNA (Marques et al., Nature Biotechnol. 23:559-565 (2006); Brummelkamp et al., Science 296: 550-553 

(2002)). 

Поскольку функционирование молекул RNAi, включая siRNA, miRNA и shRNA, является зависи-

мым от последовательности, варианты по данному изобретению (например, маркеры или гаплотипы, 

приведенные в табл. 12-14) могут быть использованы для создания реагентов RNAi, распознающих оп-

ределенные молекулы нуклеиновых кислот, содержащих определенные аллели и/или гаплотипы (напри-

мер, аллели и/или гаплотипы по данному изобретению), при этом не распознающих молекулы нуклеино-

вых кислот, содержащих другие аллели или гаплотипы. Эти реагенты RNAi могут таким образом распо-

знавать и разрушать молекулы нуклеиновых кислот-мишеней. Как и в случае реагентов анти-сенс, реа-

генты RNAi могут применяться в качестве терапевтических агентов (например, для выключения генов, 

ассоциированных с заболеванием или вариантов генов, ассоциированных с заболеванием), но могут так-

же применяться для характеристики или подтверждения функции гена (например, в экспериментах с но-

каутом или нокдауном генов). 

Введение RNAi в клетку может осуществляться с помощью ряда методик, известных специалистам. 

Способы с применением невирусного внесения включают холестерин, стабилизированные микрочасти-

цы, содержащие комплекс коротких интерференционных рибонуклеиновых кислот и липидов (SNALP, 

от англ. stable nucleic-acid-lipid particle), фрагменты тяжелых цепей антител (Fab), аптамеры и наночасти-

цы. Способы вирусного внесения включают применение лентивирусов, аденовирусов и адено-

ассоциированных вирусов. Молекулы siRNA в некоторых воплощениях являются химически модифици-

рованными для повышения их стабильности. Сюда входят модификации по положению 2' рибозы, вклю-

чая 2'-О-метилпурины и 2'-флуоропиримидины, которые обеспечивают устойчивость к рибонуклеазной 

активности. Возможны и другие химические модификации и они известны специалистам. 

Обзор информации по RNAi и возможностям направленного воздействия на специфические гены с 

помощью RNAi можно получить в следующих источниках: Kim & Rossi, Nat. Rev. Genet. 8:173-184 

(2007), Chen & Rajewsky, Nat. Rev. Genet. 8:93-103 (2007), Reynolds, et al., Nat. Biotechnol. 22:326-330 

(2004), Chi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100:6343-6346 (2003), Vickers et al., J. Biol. Chem. 278:7108-

7118 (2003), Agami, Curr. Opin. Chem. Biol. 6:829-834 (2002), Lavery, et al., Curr. Opin. Drug Discov. Devel. 

6:561-569 (2003), Shi, Trends Genet. 19:9-12 (2003), Shuey et al., Drug Discov. Today 7:1040-46 (2002), 

McManus et al., Nat. Rev. Genet. 3:737-747 (2002), Xia et al., Nat. Biotechnol. 20:1006-10 (2002), Plasterk et 

al., curr. Opin. Genet. Dev. 10:562-7 (2000), Bosher et al., Nat. Cell Biol. 2:E31-6 (2000) и Hunter, Curr. Biol. 

9:R440-442 (1999). 

Генетический дефект, приводящий к повышенной предрасположенности или риску развития рака 

молочной железы, или дефект, вызывающий рак молочной железы, может подвергаться постоянной кор-

рекции путем введения субъекту, являющемуся носителем дефекта, фрагмента нуклеиновой кислоты, 

несущей репарирующую последовательность, доставляющей нормальный нуклеотид (нуклеотиды), т.е. 

нуклеотид (нуклеотиды) дикого типа к участку генетического дефекта. Такая сайт-специфическая репа-

рирующая последовательность может содержать олигонуклеотид РНК/ДНК, который способствует эндо-

генному исправлению повреждений геномной ДНК субъекта. Введение репарирующей последовательно-

сти может проводиться с применением соответствующего носителя, например, в комплексе с полиэтиле-

нимином, в инкапсулированном в анионные липосомы виде, с помощью вирусного вектора, например 

аденовирусного вектора, или других фармацевтических композиций, пригодных для облегчения поступ-

ления внутрь клетки вводимой нуклеиновой кислоты. В этом случае генетический дефект может быть 

исправлен, поскольку химерные олигонуклеотиды запускают инкорпорирование нормальной последова-

тельности в геном субъекта, приводя к экспрессии нормального генетического продукта (дикого типа). 

Замещение распространяется, таким образом обеспечивая постоянное исправление дефекта и облегчение 

симптомов, ассоциирующихся с заболеванием или состоянием. 

Данное изобретение обеспечивает способы идентификации соединений или агентов, которые могут 

использоваться для лечения рака молочной железы. Так, варианты по изобретению могут применяться 

как мишени для поиска и/или разработки терапевтических агентов. В определенных воплощениях такие 

способы включают оценку способности агента или соединения модулировать активность и/или экспрес-

сию нуклеиновой кислоты, включающей по меньшей мере один из вариантов (маркеров и/или гаплоти-

пов) по данному изобретению, или продукт, кодируемый нуклеиновой кислотой. Они включают, напри-

мер, один или более из генов FGF10, MRPS30, HCN1 и FGFR2 и их генные продукты. Это, в свою оче-

редь, может быть использовано для поиска агентов или соединений, подавляющих или нарушающих не-

желательную активность или экспрессию продукта, кодируемого нуклеиновой кислотой. Как известно 
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специалистам, тесты для проведения таких экспериментов могут проводиться в клеточных системах или 

бесклеточных системах. Клеточные системы включают клетки, которые естественным образом экспрес-

сируют молекулы нуклеиновой кислоты, представляющей интерес, или рекомбинантные клетки, генети-

чески модифицированные для экспрессии молекул конкретной требуемой нуклеиновой кислоты. 

Экспрессия варианта гена у пациента может оцениваться по экспрессии вариант-содержащей по-

следовательности нуклеиновой кислоты (например, гена, содержащего по меньшей мере один вариант по 

данному изобретению, который может транскрибироваться в РНК, содержащую по меньшей мере один 

вариант и, в свою очередь, транслироваться в белок), или по изменению экспрессии нормальной после-

довательности (дикого типа) нуклеиновой кислоты из-за влияния вариантов на уровень или профиль экс-

прессии номальных транскриптов, например вариантов в регуляторных или контролирующих участках 

гена. Исследования экспрессии генов включают прямые исследования нуклеиновых кислот (мРНК), ис-

следования уровня экспрессируемых белков, или исследования побочных продуктов, задействованных в 

пути, например в сигнальном пути. Кроме того, можно оценивать экспрессию генов, которая претерпева-

ет положительную или отрицательную регуляцию в ответ на сигнальный путь. Одно воплощение вклю-

чает оперативное связывание репортерного гена, например, люциферазы с регуляторным участком гена 

(генов), представляющего интерес. 

Модуляторы экспрессии генов в одном воплощении могут идентифицироваться, при контактирова-

нии клетки с соединением или агентом-кандидатом, и определении экспрессии мРНК. Уровень экспрес-

сии мРНК в присутствии соединения или агента-кандидата сравнивается с уровнем экспрессии в отсут-

ствии соединения или агента. На основании такого сравнения можно идентифицировать кандидатные 

соединения или агенты для лечения рака молочной железы по их способности модулировать генетиче-

скую экспрессию варианта гена. Если экспрессия мРНК или кодируемого белка статистически достовер-

но выше в присутствии соединения или агента-кандидата, чем в его отсутствии, то соединение или агент-

кандидат считаются стимуляторами или положительными регуляторами экспрессии нуклеиновой кисло-

ты. Если экспрессия нуклеиновой кислоты или уровень белка статистически достоверно ниже в присут-

ствии соединения или агента-кандидата, чем в его отсутствии, то соединение или агент-кандидат счита-

ются ингибиторами или отрицательными регуляторами экспрессии нуклеиновой кислоты. 

Изобретение также обеспечивает способы лечения с применением соединения, идентифицирован-

ного при скрининге лекарств (соединений и/или агентов) в качестве модулятора гена (т.е. стимулятора 

и/или ингибитора экспрессии гена). 

Способы оценки вероятности ответа на терапевтические агенты, способы мониторинга хода лече-

ния и способы лечения рака молочной железы. 

Как известно, индивиды могут иметь различные ответы на определенное лечение (например, на те-

рапевтический агент или способ лечения). Различия в ответах могут быть частично основаны на генети-

ческой детерминированности. Фармакогеномика занимается изучением того, как генетические вариации 

(например, варианты (маркеры и/или гаплотипы) по данному изобретению) влияют на ответ на лекарст-

венные препараты, по причине изменения фармакокинетики и/или нарушения или изменения действия 

лекарственного препарата. Следовательно, в своей основе различия в ответах частично могут быть гене-

тически детерминированы. Клинические исходы благодаря наличию генетических вариаций, оказываю-

щих влияние на ответ на лекарства, могут выражаться в виде токсического эффекта препарата у некото-

рых индивидов (например, у носителей или лиц, не являющихся носителями генетических вариантов по 

данному изобретению) либо терапевтической неэффективности препарата. Следовательно, варианты по 

данному изобретению могут детерминировать характер воздействия терапевтического агента на орга-

низм или способ метаболизма терапевтического агента в организме. 

Соответственно, в одном воплощении наличие определенного аллеля полиморфного сайта или гап-

лотипа указывает на различную степень ответа на определенный способ лечения. Это означает, что па-

циент с диагностированным раком молочной железы и являющийся носителем определенного аллеля 

полиморфного сайта или гаплотипа по данному изобретению (например, связанного с риском аллеля 

и/или гаплотипа по изобретению) будет отвечать лучше или хуже на определенное терапевтическое 

средство, лекарственный препарат и/или другое терапевтическое мероприятие, используемое для лече-

ния заболевания. Таким образом, наличие или отсутствие аллеля маркера или гаплотипа может помочь в 

принятии решения, какое лечение нужно применить для пациента. Например, для впервые выявленного 

пациента можно оценить наличие маркера или гаплотипа по данному изобретению (например, по анали-

зу ДНК, полученной из образца крови, согласно данному описанию). Если пациент позитивен в отноше-

нии аллеля маркера или гаплотипа (что означает наличие по меньшей мере одного определенного аллеля 

маркера или гаплотипа), то врач назначает один способ лечения (например, один определенный терапев-

тический агент или комбинацию терапевтических агентов), а если пациент негативен в отношении по 

меньшей мере одного аллеля маркера или гаплотипа, то может быть назначен другой курс лечения (ко-

торый может подразумевать рекомендации вести мониторинг прогрессирования заболевания без начала 

незамедлительного лечения). Таким образом, статус носительства пациента может помочь в определении 

того, следует ли применять конкретный способ лечения. Ценность такого подхода заключается в воз-

можности диагностировать заболевание на ранней стадии, выбрать наиболее подходящее лечение и дать 
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врачу информацию о прогнозе/агрессивности заболевания для выбора наиболее подходящего лечения. 

Согласно следующему ниже описанию существующие в клинике варианты профилактики рака мо-

лочной железы в основном представляют собой хемопревентивную терапию (химиотерапию или гормо-

нальную терапию) и превентивную хирургию. Наиболее распространенными хемопревентивными аген-

тами являются тамоксифен и ралоксифен; другие варианты включают другие селективные модуляторы 

эстрогеновых рецепторов (СМЭР) и ингибиторы ароматазы. Варианты лечения также включают радио-

терапию, при которой часть пациентов испытывает неблагоприятные симптомы. Маркеры по изобрете-

нию согласно данному описанию могут применяться для оценки ответа на данные варианты лечения или 

для прогнозирования хода лечения при помощи одного из таких вариантов лечения. Таким образом, оп-

ределение генетического профиля может применяться для выбора соответствующей тактики лечения, 

основанной на генетическом статусе индивида, или может применяться для прогнозирования исхода оп-

ределенного варианта лечения и, таким образом, применяться при стратегическом выборе вариантов ле-

чения или комбинации доступных вариантов лечения. 

Данное изобретение также касается способов мониторинга эффективности лечения рака молочной 

железы. Это может быть осуществлено на основании генотипического и/или гаплотипического статуса 

маркеров и гаплотипов по данному изобретению, т.е. путем оценки отсутствия или наличия по меньшей 

мере одного аллеля по меньшей мере одного полиморфного маркера согласно данному описанию или 

путем мониторинга экспрессии генов, ассоциированных с вариантами (маркерами и гаплотипами) по 

данному изобретению. мРНК связанного с риском гена или кодируемый полипептид могут быть измере-

ны в образце ткани (например, образце периферической крови или биопсийном образце). Уровни экс-

прессии и/или уровни мРНК могут, таким образом, быть определены до и во время лечения для монито-

ринга его эффективности. Кроме того, до и во время лечения для мониторинга его эффективности прово-

дится определение генотипического и/или гаплотипического статуса по меньшей мере одного варианта, 

связанного с риском рака молочной железы, как представлено здесь. 

Кроме того, биологические цепочки и метаболические пути, относящиеся к маркерам и гаплотипам 

по данному изобретению, можно отслеживать путем определения уровня мРНК и/или полипептидов. Это 

может быть осуществлено, например, путем отслеживания уровня экспрессии или уровня полипептидов 

по нескольким генам, принадлежащим цепочке и/или пути, в образцах, взятых до и во время лечения. 

Кроме того, до и во время лечения можно определять метаболиты, принадлежащие биологической це-

почке или метаболическому пути. Эффективность лечения определяется путем сравнения наблюдаемых 

во время лечения изменений в уровнях экспрессии/уровнях метаболитов с соответствующими показате-

лями для здоровых субъектов. 

В дальнейшем аспекте маркеры по данному изобретению могут использоваться для повышения ста-

тистической чувствительности и эффективности клинических испытаний. Так, индивиды, являющиеся 

носителями связанных с риском вариантов по данному изобретению, т.е. индивиды, являющиеся носите-

лями по меньшей мере одного аллеля по меньшей мере одного полиморфного маркера, обусловливаю-

щего повышенный риск развития рака молочной железы, могут с большей вероятностью отвечать на оп-

ределенные способы лечения. В одном воплощении индивиды, являющиеся носителями связанных с 

риском вариантов гена (генов) пути и/или метаболической цепочки, на которые направлено определен-

ное лечение (например, препарат малых молекул), с большей вероятностью будут отвечать на лечение. В 

другом воплощении индивиды, являющиеся носителями связанных с риском вариантов гена, экспрессия 

и/или функция которого изменена связанным с риском вариантом, с большей вероятностью будут отве-

чать на способ лечения, направленный на данный ген, его экспрессию или его генный продукт. 

В дальнейшем аспекте маркеры и гаплотипы по данному изобретению могут применяться для при-

цельного выбора фармацевтических агентов для отдельных индивидов. Персонализированный выбор 

схем лечения, изменения образа жизни или комбинация обоих могут выполняться с учетом связанных с 

риском вариантов по данному изобретению. Таким образом, знание статуса индивида по определенным 

маркерам по данному изобретению может использоваться для выбора вариантов лечения, направленно 

воздействующих на гены или генные продукты, находящиеся под влиянием связанных с риском вариан-

тами по изобретению. Определенные комбинации вариантов могут подходить для выбора одних спосо-

бов лечения, тогда как на другие комбинации вариантов генов могут обусловливать другие способы ле-

чения. Подобные комбинации вариантов могут включать один вариант, два варианта, три варианта или 

четыре или более вариантов, в зависимости от необходимости выбора схемы лечения с клинически на-

дежной точностью. 

Аспекты, связанные с компьютерными технологиями. 

Данное изобретение также относится к связанному с компьютерными технологиями применению 

полиморфных маркеров и гаплотипов, которые по данному описанию ассоциированы с раком молочной 

железы. Данные приложения могут применяться для хранения, обработки или иного анализа данных ге-

нотипа, что может использоваться в способах по изобретению. Один пример относится к хранению ин-

формации о генотипе, полученной у индивида, на машиночитаемых носителях, таким образом, что ин-

формация о генотипе становится доступна третьим лицам. Третьей стороной может быть индивид, у ко-

торого получены данные генотипа. Третьей стороной может также быть сотрудник службы по анализи-
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рованию сведений о генотипе, например сотрудник службы, подсчитывающий генетический риск на ос-

новании определенных генетических маркеров генотипа индивида. В одном таком воплощении сотруд-

ник службы получает сведения о генотипе у сотрудника службы генотипирования и сохраняет сведения 

о генотипе на носителе информации для последующего анализа. В другом воплощении сотрудник служ-

бы также предоставляет сведения о генотипе, т.е. та же самая сторона получает генотипы на образцах 

ДНК индивида, сохраняет данные о генотипе на носителях информации и предоставляет услуги, касаю-

щиеся оценки риска или иной интерпретации данных генотипа. Дополнительная интерпретация может, 

например, включать оценку или определение происхождения индивида или генеалогической связи меж-

ду индивидом и референсным индивидом. Референсным индивидом может, например, быть друг, родст-

венник или любой другой человек, с которым индивид желает сравнить свой генотип. В одном конкрет-

ном воплощении данные генотипа применяются для получения сведений о генетических факторах риска, 

способствующих повышенной предрасположенности к раку молочной железы, и представления резуль-

татов, основанных на подобном сравнении. 

В одном аспекте изобретение касается машиночитаемых носителей. В общих терминах подобные 

носители способны хранить (1) информацию, позволяющую выявить по меньшей мере один полиморф-

ный маркер или гаплотип; (2) индикатор частоты по меньшей мере одного аллеля по меньшей мере одно-

го указанного маркера или частоты гаплотипа у индивида с раком молочной железы; и индикатор часто-

ты по меньшей мере одного аллеля по меньшей мере одного указанного маркера или частоты гаплотипа 

в референсной популяции. Референсной популяцией может быть популяция индивидов, не имеющих 

заболевания. Кроме того, референсной популяцией может быть случайная выборка из общей популяции, 

таким образом являющаяся репрезентативной для популяции в целом. Индикатором частоты может быть 

расчетная частота, частота аллелей и/или копий гаплотипов, или нормализованные или иным образом 

обработанные значения реальных частот, соответствующие определенному носителю. 

Дополнительная информация об индивидах может храниться на носителях, например информация о 

происхождении, информация о поле, физических признаках или характеристиках (включая рост и вес), 

биохимических показателях (таких как кровяное давление, уровень липидов крови и т.д.), проводимом 

лечении, исходе лечения, лекарственных препаратах или другой важной информации, которую жела-

тельно хранить или обрабатывать в контексте генотипического статуса определенного индивида. 

Изобретение также относится к устройствам, которые могут использоваться для определения или 

обработки генетических данных с целью определения предрасположенности человеческого индивида к 

раку молочной железы. Подобные устройства могут включать машиночитаемую память, программы для 

обработки данных, хранящихся в машиночитаемой памяти, и программы для генерирования выходных 

данных, включающих показатели генетических данных. Подобные показатели могут включать такие 

значения, как частоты аллелей или гаплотипов, частоты генотипов, пол, возраст, информацию о феноти-

пе, значения отношения шансов (OR) или относительного риска (RR), популяционный атрибутивный 

риск (PAR) или иную важную информацию, которая представляет собой либо статистическую обработку 

исходных данных генотипа или основывается на расчетах с использованием генетических данных. 

Маркеры и гаплотипы, которые, как здесь показано, ассоциированы с повышенной предрасполо-

женностью к раку молочной железы (например, повышенным риском), в некоторых воплощениях могут 

применяться для интерпретации и/или анализа данных генотипа. Так, в некоторых воплощениях выявле-

ние аллеля, связанного с риском рака молочной железы, как здесь показано, или аллеля полиморфного 

маркера, находящегося в неравновесии по сцеплению с любым из маркеров, которые, как здесь показано, 

ассоциированы с раком молочной железы, указывает на то, что индивид, у которого получены генетиче-

ские данные, имеет повышенный риск рака молочной железы. В одном подобном воплощении генетиче-

ские данные получены по меньшей мере для одного полиморфного маркера, который, как здесь показа-

но, ассоциирован с раком молочной железы, или маркера, находящегося в неравновесии по сцеплению с 

ним. Генетические данные впоследствии предоставляются индивиду, у которого получены эти данные, 

например, через пользовательский интерфейс, к которому можно получить доступ через Интернет, наря-

ду с интерпретацией генетических данных, например в форме показателей риска (например, абсолютно-

го риска (AR), относительного риска (RR) или отношения шансов (OR)) заболевания (например, рака 

молочной железы). В другом воплощении проводится оценка связанных с риском маркеров, идентифи-

цированных в массиве данных генотипа, полученного у индивида, и результаты оценки риска, обуслов-

ленного наличием в массиве данных подобных вариантов, связанных с риском, предоставляются инди-

виду, например, через надежный вэб-интерфейс или с применением иных средств коммуникации. 

Результаты подобной оценки риска могут быть представлены в численном виде (например, в виде 

значений риска, таких как абсолютный риск, относительный риск и/или отношение шансов или в виде 

процентного увеличения риска по сравнению с референсным значением), в графическом виде или в дру-

гом виде, подходящем для иллюстрации риска для индивида, у которого получены генетические данные. 

В конкретных воплощениях результаты оценки риска предоставляются третьим лицам, например, вра-

чам, другим медицинским сотрудникам или генетическим консультантам. 
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Маркеры, применяемые в различных аспектах изобретения. 

Все вышеописанные приложения могут осуществляться с маркерами и гаплотипами по изобрете-

нию, которые были более подробно описаны, с учетом способов оценки предрасположенности к раку 

молочной железы. Так, данные приложения могут в целом осуществляться на практике с применением 

маркеров в составе участков генома Chr5p12 и Chr10q26 согласно данному описанию, включая маркеры, 

перечисленные в табл. 12-14, и маркеры в неравновесии по сцеплению с ними. В одном воплощении 

маркер, применяющийся в различных воплощениях изобретения, выбран из маркеров, приведенных в 

табл. 12-14 (SEQ ID NO:1-237). В одном воплощении маркер выбран из маркеров rs10941679, rs7703618, 

rs4415084, rs2067980, rs10035564, rs11743392, rs7716600 и rs1219648 и маркеров в неравновесии по сцеп-

лению с ними. В другом воплощении маркер выбран из маркеров rs10941679, rs7703618, rs4415084, 

rs2067980, rs10035564, rs11743392, rs7716600 и rs1219648. В другом воплощении маркер выбран из 

rs10941679 и маркеров в неравновесии по сцеплению с ними. В одном воплощении маркер выбран из 

маркеров, приведенных в табл. 13. В другом воплощении маркер выбран из маркера rs4415084 и марке-

ров в неравновесии по сцеплению с ним. В другом воплощении маркер выбран из маркеров, приведен-

ных в табл. 12. В другом воплощении маркер выбран из маркера rs1219648 и маркеров в неравновесии по 

сцеплению с ним. В другом воплощении маркер выбран из маркеров, приведенных в табл. 14. В другом 

воплощении маркером является rs4415084. В другом воплощении маркером является rs10941679. В дру-

гом воплощении маркером является rs1219648. В другом воплощении маркером является rs4415084 или 

rs10941679. В другом воплощении аллели маркеров, обусловливающих повышенный риск или предрас-

положенность к раку молочной железы, выбраны из аллеля G rs10941679, аллеля Т rs7703618, аллеля G 

rs4415084, аллеля G rs2067980, аллеля G rs10035564, аллеля Т rs11743392, аллеля A rs7716600 и аллеля G 

rs1219648. 

Нуклеиновые кислоты и полипептиды. 

Описываемые здесь нуклеиновые кислоты и полипептиды могут применяться в способах и наборах 

данного изобретения, как описано выше. "Выделенная" молекула нуклеиновой кислоты в данном описа-

нии представляет собой молекулу нуклеиновой кислоты, отделенную от нуклеиновых кислот, обычно 

фланкирующих ген или нуклеотидную последовательность (как в геномных последовательностях) и/или 

полностью или частично очищенную от других транскрибируемых последовательностей (например, как 

в библиотеке РНК). Например, выделенная нуклеиновая кислота по изобретению может быть фактически 

выделена из сложной клеточной среды, в которой она появляется естественным путем, или из культу-

ральной среды, где она производится с помощью рекомбинантных технологий, или из химических пред-

шественников или других химических соединений, если проводится ее химический синтез. В некоторых 

случаях выделенный материал может быть составной частью смеси (например, грубого экстракта, со-

держащего другие соединения), буферной системы или смеси реагентов. В других случаях материал мо-

жет быть очищен до необходимой гомогенности, что, например, определяется при электрофорезе в поли-

акриламидном геле (ПААГ) или колоночной хроматографии (например, ВЭЖХ). Выделенная молекула 

нуклеиновой кислоты по определению может включать по меньшей мере около 50%, по меньшей мере 

около 80% или по меньшей мере около 90% (в молярном отношении) всех присутствующих видов мак-

ромолекул. В отношении геномной ДНК термин "выделенная" может также означать молекулы нуклеи-

новой кислоты, отделенные от хромосомы, с которой естественным образом связывается геномная ДНК. 

Например, выделенная молекула нуклеиновой кислоты может содержать меньше чем приблизительно 

250, 200, 150, 100, 75, 50, 25, 10, 5, 4, 3, 2, 1, 0,5 или 0,1 кб нуклеотидов, фланкирующих молекулу нук-

леиновой кислоты в геномной ДНК клетки, из которой получена молекула нуклеиновой кислоты. 

Молекула нуклеиновой кислоты может быть соединена с другими кодирующими или регуляторны-

ми последовательностями, но тем не менее считаться выделенной. Так, рекомбинантная ДНК, содержа-

щаяся в векторе, подходит под определение "выделенная" согласно данному описанию. Кроме того, мо-

лекулы выделенной нуклеиновой кислоты включают молекулы рекомбинантной ДНК в гетерологичных 

клетках хозяина или гетерологичных организмах, а также частично очищенные или практически очи-

щенные молекулы ДНК в растворе. Молекулы "выделенной" нуклеиновой кислоты также включают 

РНК-транскрипты молекул ДНК по данному изобретению, полученные in vivo и in vitro. Молекулы вы-

деленной нуклеиновой кислоты или нуклеотидной последовательности могут включать молекулы нук-

леиновой кислоты или последовательности нуклеотидов, синтезированные химическим путем или с по-

мощью рекомбинантных технологий. Такие выделенные нуклеотидные последовательности могут при-

меняться, например, в производстве кодируемых полипептидов, в качестве зондов для выделения гомо-

логичных последовательностей (например, из других видов млекопитающих), для генного картирования 

(например, с помощью in situ гибридизации с хромосомами) или для определения экспрессии генов в 

тканях (например, в человеческих тканях), например, с помощью Нозерн анализа или других гибридиза-

ционных технологий. 

Изобретение также относится к молекулам нуклеиновой кислоты, которые гибридизуются в жест-

ких условиях гибридизации, например, как в случае селективной гибридизации, с описываемыми здесь 

нуклеотидными последовательностями (например, молекулам нуклеиновой кислоты, специфически гиб-

ридизующимся с нуклеотидными последовательностями, содержащими полиморфный сайт, ассоцииро-
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ванный с описываемым здесь маркером или гаплотипом). Такие молекулы нуклеиновой кислоты могут 

быть детектированы и/или выделены путем аллель- или последовательность-специфической гибридиза-

ции (например, в жестких условиях). Жесткие условия гибридизации и способы гибридизации нуклеино-

вых кислот хорошо знакомы специалистам (см., например, Current Protocols in Molecular Biology, 

Ausubel, F. et al., John Wiley & Sons (1998) и Kraus, M. and Aaronson, S., Methods Enzymol., 200:546-556 

(1991), описания которых включены сюда во всей полноте путем ссылок. 

Процент идентичности двух нуклеотидных или аминокислотных последовательностей может быть 

определен при выравнивании последовательностей с целью удобства сравнения (например, в изображе-

ние первой последовательности можно вставить пробелы). Затем сравниваются нуклеотиды или амино-

кислоты в соответствующих позициях и процент идентичности между двумя последовательностями рас-

считывается как функция количества идентичных позиций для обеих последовательностей (т.е. % иден-

тичности=количество идентичных позиций/общее количество позиций×100). В некоторых воплощениях 

длина последовательностей, выровненных с целью их сравнения, может быть по меньшей мере 30%, по 

меньшей мере 40%, по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 70%, по меньшей 

мере 80%, по меньшей мере 90% или по меньшей мере 95% от длины референсной последовательности. 

Реальное сравнение двух последовательностей может выполняться при помощи общеизвестных спосо-

бов, например, с применением математического алгоритма. Нелимитирующий пример такого математи-

ческого алгоритма описан Karlin, S. and Altschul, S., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:5873-5877 (1993). Та-

кой алгоритм встроен в программы NBLAST и XBLAST (версия 2.0), как описано Altschul, S. et al., Nu-

cleic Acids Res., 25:3389-3402 (1997). При использовании программ BLAST и Gapped BLAST, могут ис-

пользоваться параметры по умолчанию соответствующих программ (например, NBLAST). См. Веб-сайт 

в интернете по адресу ncbi.nlm.nih.gov. В одном воплощении параметры для сравнения последовательно-

стей могут быть зафиксированы: score=100, wordlength=12, или варьироваться (e.g., W=5 или W=20). 

Другие примеры включают алгоритм Myers and Miller, CABIOS (1989), ADVANCE and ADAM, как 

описано у Torellis, A. and Robotti, C., Comput. Appl. Biosci. 10:3-5 (1994); и FASTA, описанный у Pearson, 

W. and Lipman, D., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85:2444-48 (1988). 

В другом воплощении процент идентичности между двумя аминокислотными последовательностя-

ми может быть определен с помощью программы GAP в пакете программного обеспечения GCG (Accel-

rys, Cambridge, UK). 

Данное изобретение также относится к молекулам выделенной нуклеиновой кислоты, содержащим 

фрагмент или часть, гибридизующуюся в жестких условиях с нуклеиновой кислотой, которая включает 

или состоит из нуклеотидной последовательности, содержащей полиморфные маркеры, перечисленные в 

табл. 12-14 (SEQ ID NO:1-237), и нуклеотидной последовательности генов FGF10, MRPS30, HCN1 и 

FGFR2; или нуклеотидной последовательности, которая включает или состоит из нуклеотидной последо-

вательности, комплементарной нуклеотидной последовательности, включающей полиморфные маркеры, 

перечисленные в табл. 12-14 (SEQ ID NO:1-237), и нуклеотидной последовательности генов FGF10, 

MRPS30, HCN1 и FGFR2, где нуклеотидная последовательность включает по меньшей мере один поли-

морфный аллель, содержащийся в описываемых здесь маркерах и гаплотипах. Фрагменты нуклеиновых 

кислот по изобретению имеют размер по меньшей мере около 15, по меньшей мере около 18, 20, 23 или 

25 нуклеотидов и могут быть размером 30, 40, 50, 100, 200, 500, 1000, 10000 нуклеотидов или более. 

Фрагменты нуклеиновых кислот по изобретению применяются как зонды или праймеры в описы-

ваемых здесь тестах. "Зонды" или "праймеры" являются олигонуклеотидами, которые гибридизуются 

специфическим по отношению к основаниям образом с комплементарной цепью молекулы нуклеиновой 

кислоты. Кроме ДНК и РНК такие зонды и праймеры включают полипептидные нуклеиновые кислоты 

(ПНК), как описано у Nielsen, P. et al., Science 254:1497-1500 (1991). Зонд или праймер имеет участок 

нуклеотидной последовательности, который гибридизуется по меньшей мере приблизительно с 15, 

обычно с 20-25, а в некоторых воплощениях приблизительно с 40, 50 или 75 последовательными нуклео-

тидами в молекуле нуклеиновой кислоты. В одном воплощении зонд или праймер включает по меньшей 

мере один аллель по меньшей мере одного полиморфного маркера или по меньшей мере одного гаплот-

па, описываемых здесь, или комплементарную им последовательность. В конкретных воплощениях зонд 

или праймер могут включать 100 или менее нуклеотидов, например, в некоторых воплощениях от 6 до 50 

нуклеотидов, или, например, от 12 до 30 нуклеотидов. В других воплощениях зонд или праймер иденти-

чен по меньшей мере на 70%, по меньшей мере на 80%, по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 

90% или по меньшей мере на 95% примыкающей нуклеотидной последовательности или последователь-

ности, комплементарной к примыкающей нуклеотидной последовательности. В другом воплощении зонд 

или праймер способны селективно гибридизоваться с примыкающей нуклеотидной последовательностью 

или с последовательностью, комплементарной примыкающей нуклеотидной последовательности. Зачас-

тую зонд или праймер также включает метку, например, радиоизотоп, флуоресцентную метку, фермен-

тативную метку, метку в виде кофактора фермента, магнитную метку, спин-метку, эпитоп-метку. 

Молекулы нуклеиновых кислот по изобретению, такие как описываемые здесь, могут быть иденти-

фицированы и выделены с помощью стандартных методов молекулярной биологии, хорошо известных 

специалистам. Амплифицированная ДНК может быть помечена (например, радиоактивно помечена) и 
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использована в качестве зонда для скрининга библиотеки кДНК, полученной из клеток человека. кДНК 

может быть синтезирована на основе мРНК и содержаться в подходящем векторе. Могут быть выделены 

соответствующие клоны, ДНК может быть получена с помощью эксцизии in vivo, и клонированная 

вставка может быть секвенирована в одном или в обоих направлениях с помощью общеизвестных спосо-

бов для определения точной рамки считывания, кодирующей полипептид соответствующего молекуляр-

ного веса. С помощью данных способов или аналогичных им, можно выделить полипептид и кодирую-

щую полипептид ДНК, секвенировать их и охарактеризовать более подробно. 

Как правило, последовательности выделенных нуклеиновых кислот по изобретению могут приме-

няться в качестве маркеров молекулярного веса для Саузерн гелей и в качестве хромосомных маркеров, 

меченых для картирования позиций ассоциированных генов. Последовательности нуклеиновых кислот 

также могут применяться для сравнения с эндогенными последовательностями ДНК пациентов для вы-

явления рака молочной железы или предрасположенности к раку молочной железы, и в качестве зондов, 

например, для гибридизации и обнаружения ассоциированных последовательностей ДНК или для вычи-

тания известных последовательностей из образца (например, вычитающая гибридизация). Последова-

тельности нуклеиновых кислот могут быть в дальнейшем использованы для получения праймеров для 

генетической идентификации, для выработки антител к полипептидам с помощью методов иммунизации 

и/или в качестве антигенов для выработки антител к ДНК или для развития иммунного ответа. 

Антитела. 

Поликлональные антитела и/или моноклональные антитела, специфически связывающие одну фор-

му генного продукта, но не связывающие другую форму генного продукта, также рассматриваются в 

изобретении. Рассматриваются антитела, связывающие часть варианта или референсного генного про-

дукта, содержащего полиморфный сайт или сайты. Используемый здесь термин "антитело" относится к 

молекулам иммуноглобулинов и иммунологически активных частей иммуноглобулиновых молекул, т.е. 

молекулам, содержащим антигенсвязывающие сайты, специфически связывающие антиген. Молекула, 

специфически связывающая полипептид по изобретению представляет собой молекулу, связывающуюся 

с этим полипептидом, или его фрагментом, но не связывающуюся существенно с другими молекулами в 

образце, например, в биологическом образце, который естественным образом содержит полипептид. 

Примеры иммунологически активных частей молекул иммуноглобулина включают F(ab) и F(ab')2, кото-

рые могут быть получены при обработке антитела таким ферментом, как пепсин. В изобретении также 

рассматриваются поликлональные и моноклональные антитела, связывающиеся с полипептидом по изо-

бретению. Термин "моноклональное антитело" или "композиция моноклональных антител" в данном 

описании относится к группе молекул антител, содержащих только один вид антигенсвязывающего сай-

та, способного к иммунному взаимодействию с определенным эпитопом полипептида по изобретению. 

Композиция моноклональных антител, таким образом, обычно проявляет одинаковую аффинность к оп-

ределенному полипептиду по изобретению, с которым она взаимодействует. 

Поликлональные антитела могут быть получены согласно описанию выше путем иммунизации 

подходящего организма необходимым иммуногеном, например, полипептидом по изобретению или его 

фрагментом. Титр антител в иммунизированном организме можно отслеживать во времени с помощью 

стандартных методик, таких как иммуноферментный анализ (ELISA) с применением иммобилизованных 

полипептидов. При желании из организма млекопитающего (например, из крови) могут быть выделены 

молекулы антител, направленные против полипептида и затем очищены для получения фракции IgG с 

помощью общеизвестных методик, например, с помощью хроматографии на протеине А. Через опреде-

ленное время после иммунизации, например, когда титр антител наиболее высокий, антитело-

продуцирующие клетки могут быть выделены из организма и использованы для получения монокло-

нальных антител с помощью стандартных методик, например, гибридомной технологии, первоначально 

описанной Kohler and Milstein, Nature 256:495-497 (1975), технологии человеческих В-клеточных гибри-

дом (Kozbor et al., Immunol. Today 4: 72 (1983)), технологии EBV-гибридом (Cole et al., Monoclonal Anti-

bodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, 1985, Inc., p. 77-96) или триомной технологии. Технология полу-

чения гибридом хорошо известна (см. Current Protocols in Immunology (1994), Coligan et al. (eds.) John 

Wiley & Sons, Inc., New York, NY). Кратко, бессмертная клеточная линия (обычно, миелома) подвергает-

ся слиянию с лимфоцитами (обычно, спленоцитами) млекопитающего, иммунизированного иммуноге-

ном, как описано выше, и проводится скрининг супернатантов культур полученных клеток гибридомы 

для выделения гибридом, продуцирующих моноклональное антитело, связывающее полипептид по изо-

бретению. 

Для получения моноклональных антител к полипептидам по изобретению могут применяться лю-

бые из множества общеизвестных протоколов, используемых для слияния лимфоцитов и бессмертных 

клеточных линий (см., например, Current Protocols in Immunology, supra; Galfre et al., Nature 266:55052 

(1977); R.H. Kenneth, in Monoclonal Antibodies: A New Dimension In Biological Analyses, Plenum Publishing 

Corp., New York, New York (1980); и Lemer, Yale J. Biol. Med. 54:387-402 (1981)). Кроме того, любому 

специалисту понятно, что существует множество вариаций таких методик, которые тоже могут приме-

няться. 

Кроме получения гибридом, секретирующих моноклональные антитела, идентификация и выделе-
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ние моноклонального антитела к полипептиду по изобретению может быть проведена путем скрининга 

рекомбинантной комбинаторной библиотеки иммуноглобулинов (например, библиотеки фаговых частиц, 

экспонирующих антитела) при помощи полипептидов для выделения таким образом представителей 

библиотеки иммуноглобулинов, связывающих полипептид. Имеются коммерческие наборы для генери-

рования и скрининга фаговых библиотек (например, Recombinant Phage Antibody System, компании 

Pharmacia, каталоговый номер 27-9400-01; и SurfZAP Phage Display Kit, компании Stratagen, каталого-

вый номер 240612). Кроме того, примеры методик и реагентов, удобных для использования при генери-

ровании и скрининге библиотеки антител можно найти, например, в US Patent № 5223409; РСТ Publica-

tion № WO 92/18619; РСТ Publication № WO 91/17271; PCT Publication № WO 92/20791; PCT Publication 

№ WO 92/15679; PCT Publication № WO 93/01288; PCT Publication № WO 92/01047; PCT Publication  

№ WO 92/09690; PCT Publication № WO 90/02809; Fuchs et al., Bio/Technology 9: 1370-1372 (1991); Hay et 

al., Hum. Antibod. Hybridomas 3:81-85 (1992); Huse et al., Science 246: 1275-1281 (1989) и Griffiths et al., 

EMBO J. 12:725-734 (1993). 

Кроме того, рекомбинантные антитела, такие как химерные и гуманизированные моноклональные 

антитела, содержащие как человеческие, так и не принадлежащие человеку участки, которые могут быть 

получены с помощью стандартных технологий рекомбинантной ДНК, также находятся в рамках изобре-

тения. Такие химерные и гуманизированные моноклональные антитела могут быть получены с помощью 

известных специалистам технологий рекомбинантной ДНК. 

В общих чертах, антитела по изобретению (например, моноклональные антитела) могут использо-

ваться для выделения полипептидов по изобретению с помощью стандартных методик, таких как аф-

финная хроматография или иммунопреципитация. Антитело, специфическое в отношении полипептида, 

может облегчить очистку естественного полипептида из клеток и полипептида, произведенного реком-

бинантным способом, экспрессируемого в клетках хозяина. Кроме того, антитело, специфические в от-

ношении полипептида по изобретению, может применяться для детекции полипептида (например, в кле-

точном лизате, клеточном супернатанте или образце ткани) для оценки содержания и характера экспрес-

сии полипептида. Антитела могут применяться в диагностических целях для мониторирования уровня 

белков в тканях, как часть процесса клинического тестирования, например, для определения эффектив-

ности применяемого режима лечения. Антитело может быть связано с детектируемым соединением для 

облегчения его детекции. Примеры детектируемых соединений включают различные ферменты, просте-

тические группы, флуоресцентные вещества, люминесцентные вещества, биолюминесцентные вещества 

и радиоактивные вещества. Примеры подходящих ферментов включают пероксидазу хрена, щелочную 

фосфатазу, бета-галактозидазу или ацетилхолинэстеразу; примеры подходящих комплексов простетиче-

ских групп включают стрептавидин/биотин и авидин/биотин; примеры подходящих флуоресцентных 

материалов включают умбеллиферон, флуоресцеин, флуоресцеин изотиоцианат, родамин, дихлоротриа-

зиниламин флуоресцеин, дансил хлорид или фикоэритрин; примеры люминесцентных веществ включа-

ют люминол; примеры биолюминесцентных веществ включают люциферазу, люциферин и экворин, а 

примеры подходящих радиоактивных веществ включают 
125

I, 
131

I,
35

S или 
3
Н. 

Антитела могут также применяться для фармакогеномного анализа. В таких воплощениях антитела 

против полиморфных вариантов белков, кодируемых нуклеиновыми кислотами по изобретению, напри-

мер, полиморфных вариантов белков, кодируемых нуклеиновыми кислотами, содержащими по меньшей 

мере один полиморфный маркер по изобретению, могут применяться для идентификации индивидов, 

нуждающихся в изменении схем лечения. 

Кроме того, антитела могут применяться для оценки экспрессии полиморфных вариантов белков 

при заболеваниях, например, активных стадий заболевания или у индивидов с предрасположенностью к 

заболеванию, связанной с функцией белка, в частности, к раку молочной железы. Антитела, специфиче-

ские в отношении полиморфного варианта белка по данному изобретению, кодируемого нуклеиновой 

кислотой, включающей по меньшей мере один полиморфный маркер или гаплотип согласно данному 

описанию, могут применяться для скрининга наличия полиморфного варианта белка, например, скри-

нинга предрасположенности к раку молочной железы, на что будет указывать наличие полиморфного 

варианта белка. 

Антитела могут применяться и в других методах. Так, антитела могут использоваться в качестве 

диагностических средств для оценки белков, например вариантов белков по изобретению, в ходе анализа 

по электрофоретической подвижности, изоэлектрической точки, расщепления трипсином или другими 

протеазами, или для применения в других физических тестах, известных специалистам. Антитела могут 

также применяться для типирования тканей. В одном воплощении определенный вариант белка коррели-

рует с экспрессией в определенном типе ткани, и антитела, специфические для варианта белка, могут 

применяться для идентификации определенного типа тканей. 

С помощью антител можно также определять субклеточную локализацию белков, включая поли-

морфные варианты белков, что может использоваться для определения аномальной субклеточной лока-

лизации белков в клетках различных тканей. Такое применение может использоваться в генетическом 

тестировании, а также мониторинге определенных схем лечения. В случае, когда лечение нацелено на 

коррекцию уровня экспрессии или наличия полиморфного варианта белка или аномального распределе-
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ния в тканях или экспрессии в процессе дифференцировки полиморфного варианта белка, антитела, спе-

цифические в отношении полиморфного варианта белка или его фрагментов могут использоваться для 

мониторинга эффективности терапии. 

Антитела также применяются для ингибирования функции полиморфного варианта белка, напри-

мер, путем блокирования связывания варианта белка со связывающей молекулой или партнером. Подоб-

ные применения могут также использоваться в терапевтическом контексте, когда лечение включает ин-

гибирование функции полиморфного варианта белка. Например, антитело может применяться для бло-

кирования или конкурентного ингибирования связывания, таким образом модулируя (т.е. выполняя роль 

агониста или антагониста) активности белка. Антитела можно получать против фрагментов определен-

ного белка, содержащих сайты, необходимые для определенной функции или против интактного белка, 

ассоциированного с клеткой или клеточной мембраной. Для применения in vivo, антитело может быть 

связанным с дополнительной функциональной частью с терапевтическими свойствами, например, ра-

дионуклидом, ферментом, иммуногенным эпитопом или цитотоксическим агентом, включая бактериаль-

ные токсины (дифтерийный или растительные токсины, например, рицин). Время полужизни in vivo ан-

титела или его фрагмента может быть увеличено при помощи пегилирования путем конъюгирования с 

полиэтиленгликолем.  

Данное изобретение также относится к наборам для применения антител в описываемых здесь спо-

собах. Они включают наборы для детектирования наличия полиморфного варианта белка в тестируемом 

образце, но не ограничиваются ими. Одно предпочтительное воплощение включает антитела, такие как 

меченые или способные быть помеченными антитела, а также соединения или агенты для детектирова-

ния полиморфных вариантов белка в биологическом образце, средств для определения количества или 

наличия и/или отсутствия полиморфного варианта белка в образце и средств для сравнения количества 

полиморфного варианта белка в образце со стандартом, а также инструкции по применению набора. 

Ниже будут описаны примеры осуществления изобретения, не являющиеся лимитирующими. 

Описание примеров осуществления изобретения 

Пример 1. Выявление вариантов на хромосоме 5р12, ассоциированных с риском рака молочной же-

лезы 

Введение. 

Мутации в генах предрасположенности к раку молочной железы BRCA1 и BRCA2 отвечают за 15-

25% наследственного компонента риска рака молочной железы [Easton (1999), Breast Cancer Res, 1, 14-7; 

Balmain, et al. (2003), Nat Genet, 33 Suppl, 238-44]. Большая часть генетического компонента риска рака 

молочной железы остается неохарактеризованной, считается, что он возникает при комбинации вариан-

тов с более низкой пенетрантностью, которые по отдельности могут быть достаточно распространенны-

ми [Pharoah, et al. (2002), Nat Genet, 31, 33-6]. Многочисленные поиски вариантов риска рака молочной 

железы с более низкой пенетрантностью были проведены с применением кандидатных генов, при помо-

щи ассоциативных исследований случай-контроль. Результаты этих исследований зачастую были плохо 

воспроизводимы [Breast Cancer Association (2006), J. Natl Cancer Inst, 98, 1382-96]. Недавно с применени-

ем мощного многоцентрового анализа было показано, что распространенные миссенс-варианты в двух 

генах, CASP8 и TGFB1, ассоциированы с риском рака молочной железы [Сох, et al. (2007), Nat Genet, 39, 

352-8]. Эти результаты подчеркивают важность проведения хорошо воспроизводимых крупномасштаб-

ных исследований с целью выявления распространенных вариантов, обусловливающих умеренное по-

вышение риска рака молочной железы. 

Результаты. 

Многочисленные ОНП Illumina в регионе хромосомы 5р12 ассоциированы с повышенным риском 

рака молочной железы в Исландии. 

Для расширенного поиска аллелей распространенных ОНП, ассоциированных с предрасположенно-

стью к раку молочной железы, было проведено общегеномное ассоциативное исследование ОНП с при-

менением технологии микроматриц Illumina HumanHap300. Было проведено генотипирование приблизи-

тельно 1600 пациентов с раком молочной железы из Исландии и 11563 контролей. Данная выборка, на 

которой было сделано открытие, была обозначена "Исландия 1". После исключения ОНП, не соответст-

вующих критериям контроля качества, оставшиеся 311524 ОНП были протестированы на наличие ассо-

циации с раком молочной железы. Результаты были скорректированы на наличие родства между инди-

видами и возможную стратификацию популяции с применением т.н. "метода геномного контроля" [Dev-

lin and Roeder (1999), Biometrics, 55, 997-1004] (see Methods). Сигналы были проранжированы в соответ-

ствии со значениями Р. Группа ОНП из одной и той же зоны на хромосоме 5р12 заняла 39 из 50 верхних 

рангов. Наивысшими рангами, занятыми ОНП, расположенными на хромосоме 5р12, были ранги с 5 по 

9. Регион, представляющий интерес, содержащий эти ОНП, располагался приблизительно между коор-

динатами 44 094 392 пн на хромосоме 5 (позиция маркера rs7704166; все координаты здесь приведены 

согласно NCBI Build 34) и позицией последнего ОНП Illumina перед центромерой, а именно rs10941803 в 

положении 46 393 984 пн. Результаты генотипирования ОНП Illumina в данном регионе представлены в 

табл. 1 и графически представлены на чертеже. 

Для дальнейшего исследования сигналов, относящихся к одному из ОНП с высоким рангом, марке-
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ру rs7703618 на хромосоме 5р12 была разработана и апробирована технология анализа Centaurus. Анализ 

Centaurus был обозначен SG05S3065.C1. Этот анализ ОНП применили для генотипирования независимой 

выборки приблизительно 591 пациента с раком молочной железы из Исландии и 1314 контролей. Неза-

висимая выборка была обозначена "Исландия 2". Как показано в табл. 2, для ОНП была обнаружена дос-

товерная ассоциация с раком молочной железы в выборке Исландия 2, что подтверждало первоначаль-

ные наблюдения на выборке Исландия 1. Таким образом, исходные результаты, наблюдавшиеся на вы-

борке Исландия 1, были воспроизведены на независимой выборке Исландия 2. Суммарное значение Р 

для выборок Исландия 1 и Исландия 2 приближалось к уровню, который считался бы значимым при об-

щегеномном анализе после применения консервативной поправки Бонферрони на 311 524 протестиро-

ванных ОНП [Skol, et al. (2006), Nat Genet, 38, 209-13]. 

Ассоциация по хромосоме 5р12, подтвержденная данными CGEMS, является значимой при обще-

геномном анализе, после совместного анализа данных CGEMS. 

Проект Национального института рака США "Генетические маркеры предрасположенности к раку" 

(The Cancer Genetics Markers of Susceptibility, или CGEMS) предоставил в общий доступ к данным по 

общегеномному исследованию ОНП, ассоциированных с предрасположенностью к раку молочной желе-

зы на основании данных генотипирования приблизительно 530 000 ОНП у 1145 пациентов и 1142 кон-

тролей с применением платформы Illumina. Эти данные представлены по адресу 

https://caintegrator.nci.nih.gov/cgems/. В ходе проекта CGEMS не было обнаружено сигналов в регионе 

5р12, значимых при общегеномном анализе. Однако нами было отмечено, что у одного ОНП, а именно 

rs4415084, значение Р составило 1,38Е-07 при совместном анализе данных по Исландии (когорта Ислан-

дия 1) и массива данных CGEMS, что является значимым при общегеномном анализе после коррекции 

Бонферрони. В массиве данных CGEMS у этого ОНП значение Р составляло 2,21Е-03, а значимость сум-

марного значения Р при общегеномном анализе в основном определялась значением Р 9.02Е-06 в выбор-

ке Исландия 1. Таким образом, данные CGEMS, не имеющие достоверности сами по себе, послужили 

подтверждением нашим первоначальным наблюдениям наличия ассоциации по хромосоме 5р12. 

Многочисленные ОНП маркеры НарМар (не относящиеся к Illumina) могут иметь ассоциацию с ра-

ком молочной железы благодаря их корреляции с ОНП Illumina, для которых была обнаружена ассоциа-

ция в регионе 5р12. 

Мы предположили, что в данном локусе может существовать аллельная гетерогенность, т.е. что в 

регионе 5р12 может существовать более одного обусловливающего риск варианта, в различной степени 

сцепленного с группой протестированных ОНП Illumina и присутствующего в различных популяциях с 

различной частотой. Это основано на обнаружении значимых сигналов, появляющихся дистально по от-

ношению к кластеру наиболее значимых маркеров (см. чертеж). Кроме того, было отмечено, что в неко-

торых случаях сигналы, указывающие на ассоциацию, являются очень выраженными в материале Ис-

ландия 1, но не выражены в массиве данных CGEMS: например, ОНП rs4415084, описанный выше, обу-

словливает сильный сигнал в выборке Исландия 1, но не в массиве данных CGEMS. Аналогичным обра-

зом, ОНП rs7703618, успешно прошедший проверку на воспроизводимость в Исландии, имел значение Р 

6,93Е-06 и только 2,37Е-02 в массиве данных CGEMS. Полагая, что в регионе 5р12 может существовать 

аллельная гетерогенность, мы определили группу ОНП НарМар, которые благодаря наличию корреляции 

с сигналами, наблюдавшимися в массиве данных Исландия 1, могли бы применяться для выявления всех 

патогенных мутаций в регионе 5р12. Для выявления такой группы ОНП НарМар, мы впервые выделили 

класс ОНП, которые в массиве данных Исландия 1 характеризовались значениями Р 10Е-3 или менее. 

Затем эту группу разбили на классы эквивалентности, принадлежность к конкретному классу эквива-

лентности определялась парой ОНП, значение r
2
 между которыми составляло >0,8. Это позволило полу-

чить группу из 6 классов эквивалентности, обозначенных А-F. Каждый класс эквивалентности начинался 

с ОНП, имевшего наиболее значимый сигнал в классе (обозначавшегося "ключевым" ОНП), затем при 

обращении к данным НарМар были идентифицированы все ОНП НарМар, находящиеся в корреляции с 

ключевым ОНП при значении r
2
 0,2 или выше и не представленные самостоятельно на чипе Illumina 

Нар300. Таким образом, с применением данных Исландия 1 были обнаружены сигналы в нескольких 

различных классах эквивалентности, и этот факт сам по себе является доказательством аллельной гете-

рогенности. Эти ОНП НарМар благодаря своей корреляции с ОНП в одном или более классах эквива-

лентности, выделенных нами, также могут применяться для выявления той же ассоциации с риском рака 

молочной железы, которая наблюдалась изначально. Список ключевых ОНП и их корреляция с ОНП На-

рМар показаны в табл. 4. 

FGF10 и MRPS30 являются наиболее вероятными кандидатными генами в регионе 5р12. 

На чертеже показан график сигналов, указывающих на ассоциацию, полученных в регионе 5р12, 

наложенный на карту горячих точек рекомбинации, поперечных дисков хромосом, известных генов и 

частот рекомбинации. Горячие точки рекомбинации и частоты рекомбинации были определены согласно 

McVean et al. [McVean, et al. (2004), Science, 304, 581-4]. Кроме того, изображены значения r
2
 между ОНП 

НарМар в регионе. Можно отметить, что в регионе имеются три известных гена; FGF10, MRPS30 и 

HCN1, наряду с мало охарактеризованным геном LOC441070. Два из них, FGF10 и MRPS30, являются 

превосходными кандидатами на участие в предрасположенности к раку молочной железы. 
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Согласно обзору Howard and Ashworth [Howard and Ashworth (2006), PLoS Genet, 2, e112], FGF10 

необходим для нормального эмбрионального развития молочной железы. Была показана роль FGF10 как 

онкогена на моделях рака молочной железы у мышей при проведении инсерционного мутагенеза с виру-

сом MMTV, и повышенная экспрессия FGF10 отмечается приблизительно в 10% случаев рака молочной 

железы у людей [Theodorou, et al. (2004), Oncogene, 23, 6047-55]. Как показано на чертеже, ген FGF10 

отделяется от основного кластера сигналов, указывающих на ассоциацию, горячей точкой рекомбина-

ции. Однако ключевые элементы, контролирующие регуляцию FGF10, могут находиться в самом регио-

не, где выявляются сильные сигналы, указывающие на ассоциацию. Кроме того, сигналы, указывающие 

на ассоциацию, могут быть в неравновесии по сцеплению с патогенными мутациями в составе самого 

гена FGF10. 

MRPS30 кодирует митохондриальную рибосомальную субъединицу 28S. Он известен также под на-

званием гена белка программируемой клеточной гибели 9 (PDCD9). Он представляет собой аналог про-

апоптотического белка р52 курицы (Gallus gallus) у млекопитающих. Было показано, что он индуцирует 

апоптоз и активирует путь стресс-киназ JNK1 в клетках млекопитающих. Участие белка в апоптозе, по 

меньшей мере, частично опосредовано через путь Bcl-2 [Sun, et al. (1998), Gene, 208, 157-66; Carim, et al. 

(1999), Cytogenet Cell Genet, 87, 85-8; Cavdar Koc, et al. (2001), FEBS Lett, 492, 166-70]. Несмотря на то 

что ранее его причастность к раку молочной железы не была продемонстрирована, его роль в вышеупо-

мянутых путях позволяет предположить, что генетические варианты MRPS30 могут быть задействованы 

в изменении степени риска рака молочной железы. 

Способы. 

Выбор пациентов и контролей. 

Данное исследование было согласовано с Национальным комитетом Исландии по биоэтике и Коми-

тетом Исландии по защите данных. Медицинская документация по пациентам с диагнозом рака молоч-

ной железы была получена из Исландского Ракового Регистра (от англ. Icelandic Cancer Registry, ICR). В 

ICR содержится информация о всех случаях инвазивных опухолей молочной железы и протоковой или 

дольковой карциномы in situ, выявленных в Исландии с 1 января 1955. Все люди, диагноз которых был 

введен в ICR на конец декабря 2005 г., проживающие в Исландии, имели право участвовать в исследова-

нии. В ICR имелась документация по 4603 индивидам, которым за этот период был поставлен диагноз. 

Когорта пациентов, имеющих заболевание, включающая всех живущих пациентов (приблизительно 

2840), соответствовала критериям включения в исследование. Информированное согласие, образец крови 

и клинические данные были получены у 2210 пациентов, доля участия составила приблизительно 78%. 

Генотипирование по rs7703618 было успешно проведено всего у 2190 пациентов. Более подробные дета-

ли по рекрутированию этой группы пациентов были представлены ранее [Stacey, et al. (2006), PLoS Med, 

3, e217]. 

12904 контролей были представлены 846 индивидами, случайным образом выбранными из Исланд-

ской генеалогической базы данных и 12058 индивидами из других проводимых в deCODE общегеном-

ных ассоциативных исследований. Индивиды с диагнозом рака молочной железы по данным ICR исклю-

чались. Включали лиц как мужского, так и женского пола. 

Генотипирование с помощью Illumina. 

Образцы ДНК были генотипированы согласно инструкциям производителя с помощью трехмерных 

микроматриц с использованием микрочастиц Infinium HumanHap300 компании Illumina (Illumina, San 

Diego, CA, USA), содержащих 317503 ОНП, установленных в ходе I фазы международного проекта На-

рМар. Этот чип покрывает приблизительно 75% генома в выборках Utah СЕРН (CEU) НарМар по рас-

пространенным ОНП с r
2
≥0,8 [Barrett and Cardon (2006), Nat Genet, 38, 659-62]. Из всех ОНП чипа, 5979 

были расценены как непригодные либо поскольку они были мономорфными (т.е. частота минорного ал-

леля в объединенной группе пациентов и контролей была менее 0,001), либо имели низкий (<95%) выход 

или имели высокозначимое отклонение от равновесия Харди-Вайнберга среди "контролей" (Р<1×10
-10

). 

Все эти проблемные ОНП были исключены из анализа. Таким образом, в ассоциативном анализе было 

использовано 311524 ОНП. Любые чипы с общим уровнем сигнала ниже 98% ОНП были также исклю-

чены из общегеномного ассоциативного анализа. 

Генотипирование ОНП с помощью Centaurus. 

Анализ Centaurus [Kutyavin, et al. (2006), Nucleic Acids Res, 34, e128] был разработан для rs7703618 

и апробирован при генотипировании выборки НарМар CEU и сравнения результатов с опубликованными 

данными. Анализ показал <1,5% несовпадений с данными НарМар. В табл. 5 показана последователь-

ность обсуждаемого здесь ключевого ОНП. В табл. 6 показано описание анализа Centaurus для маркера 

rs7703618, который был разработан для генотипирования в данном исследовании. 

Статистические методы. 

Отношение шансов (OR) для аллеля ОНП было подсчитано с применением мультипликативной мо-

дели, т.е. при допущении, что относительный риск по двум аллелям, присутствующим у человека, муль-

типлицируется. В качестве маркеров были представлены аллельные частоты, а не частоты носительства. 

Ассоциированные значения Р были рассчитаны с применением стандартной статистики хи-квадрат от-
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ношения правдоподобия, используемой в программном обеспечении NEMO [Gretarsdottir, et al. (2003), 

Nat Genet, 35, 131-8]. Доверительные интервалы рассчитывали, принимая что оценки OR имеют лога-

рифмически нормальное распределение. 

Некоторые пациенты и контроли из Исландии приходятся друг другу родственниками, как внутри 

групп, так и между группами, что приводит к тому, что тестовая статистика хи-квадрат имеет среднее 

значение, превышающее 1, и медиану, превышающую 0,675
2
. Для выборки "Исландия 1" оценка коэф-

фициента инфляции, объясняющего родство и возможную стратификацию популяции, была проведена с 

применением т.н. "метода геномного,контроля" [Devlin and Roeder (1999), Biometrics, 55, 997-1004] путем 

расчета среднего значения наблюдавшихся статистик хи-квадрат для совокупности ОНП при общеге-

номном сканировании. Для выборки "Исландия 2", в которой не проводилось общегеномное типирова-

ние маркеров, коэффициент инфляции оценивали путем симулирования генотипов по генеалогии ис-

ландцев [Grant, et al. (2006), Nat Genet, 38, 320-3]. Оценки коэффициента инфляции составили 1,105 для 

выборки "Исландия 1" и 1,11 для выборки "Исландия 2". Оценка коэффициента инфляции при совмест-

ном анализе групп выборок "Исландия 1" и "Исландия 2", полученная путем симуляции, составила 1,08. 

Все приведенные значения Р являются двусторонними. 

Таблица 1 

Результаты скрининга ассоциации по ОНП Illumina в регионе 5р12 
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Показаны обозначения ОНП, тип связанного с риском аллеля, положение (в координатах NCBI 

Build 34), значение Р и отношение шансов (OR) для ассоциации с раком молочной железы, количество 

протестированных индивидов и аллельные частоты в группе случаев с раком молочной железы и кон-

трольной группе соответственно. 

Таблица 2 

Воспроизведение сигнала по ОНП rs7703618 на независимой выборке  

случаев с раком молочной железы и контролей из Исландии 
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Таблица 3 

ОНП НарМар со значениями r
2
 >0,2 относительно ключевых ОНП в классах эквивалентности A-F. ОНП 

1 представляет собой ОНП Illumina с наименьшим значением Р в каждом классе эквивалентности A-F. 

ОНП 2 представляет собой ОНП НарМар, находящийся в корреляции с ОНП 1. D' означает значение D' 

для всех комбинаций аллелей ОНП 1 и ОНП 2. R2 представляет собой квадрат коэффициента корреляции 

между двумя ОНП. р-min представляет собой значение Р, соответствующее наиболее сильному неравно-

весию по сцеплению, наблюдавшемуся между аллелями ОНП 1 и ОНП 2 
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Таблица 4 

Последовательность ключевых ОНП 
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Таблица 5 

ОНП и описание анализа Centaurus 

 
Пример 2. Уточнение сигнала, указывающего на ассоциацию, на хромосоме 5р12, корреляция с 

клиническими переменными и исследование локуса FGFR2 на хромосоме 10q26. 

Сигналы, выявленные на хромосоме 5р12, локализованы на большом участке хромосомы 5р12-11, 

характеризующемся низкой рекомбинацией. В этом регионе выбрали 10 ОНП из группы, представленной 

на чипе Illumina Нар300, разработали анализ ОНП Centaurus [Kutyavin, et al. (2006), Nucleic Acids Res, 34, 
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e128] и типировали их в дополнительных выборках из Исландии и дублирующих выборках из Швеции, 

Голландии, Испании и Соединенных Штатов. Всего было исследовано 5028 случаев и 32090 контролей 

европейского происхождения. Наиболее сильная ассоциация в регионе наблюдалась для ОНП Illumina 

rs4415084, суммарное значение отношения шансов для аллеля Т (OR) составило 1,16 и значение Р  

6,4×10
-10

, что соответствовало критерию Бонферрони для значимости при общегеномном анализе (табл. 

6). В самих дублирующих выборках rs4415084 характеризовался OR 1,14 (Р=7,5×10
-5

). С целью уточне-

ния сигнала было типировано дополнительно 11 ОНП, не представленных в составе чипа Illumina, но 

находящихся в НС с ОНП Нар300, обусловливающими значительный сигнал. Данные по этим ОНП 

представлены в табл. 6 и 7. Наиболее сильный совокупный сигнал (OR 1,19, P=2,9×10
-11

) возникал по 

аллелю G rs10941679 ОНП, не представленного на Illumina, находящегося в корреляции с rs4415084 

(D'=0,99, r
2
=0,51 в исландской популяции, табл. 8). 

Аллель G-rs10941679 распространен реже, чем T-rs4415084, и почти всегда встречается в сцеплении 

с T-rs4415084. Однако при многофакторном анализе после коррекции на G-rs10941679 сохранялась до-

пустимая значимость для Т-rs4415084 (Р=0,042), и наоборот (Р=0,0017, табл. 9). Таким образом, несмотря 

на высокую степень корреляции, ни один из ОНП полностью не объясняет наблюдающийся сигнал на 

хромосоме 5р12. Мы пришли к заключению, что и T-rs4415084, и G-rs10941679 обусловливают риск рака 

молочной железы. Многофакторный анализ позволил обнаружить, что за сигнал по ОНП rs7703618 мог-

ли полностью отвечать как T-rs4415084, так и G-rs10941679 (табл. 9). 

Авторы изобретения просмотрели медицинскую документацию пациентов, которая была доступна, 

и проанализировали данные объединенных исландских и дублирующих выборок по двум связанным с 

риском вариантам на хромосоме 5р12 и маркеру rs1219648 в локусе FGFR2 на хромосоме 10. Все три 

варианта обусловливали достоверно повышенный риск рака молочной железы, позитивного по эстроге-

новым рецепторам (ЭР) по сравнению с ЭР-негативными опухолями (табл. 6 и 10). Такой же повышен-

ный риск наблюдался в отношении опухолей, позитивных по прогестероновым рецепторам, и вариантов 

на хромосоме 5р12 (табл. 10). Мы ранее сообщали, что наиболее сильная ассоциация вариантов предрас-

положенности на хромосомах 2q35 и 16q12 наблюдается при ЭР-позитивных опухолях [Stacey, et al. 

(2007), Nat Genet]. Данные результаты являются дополнительным аргументом в пользу точки зрения о 

существовании различий в генетических компонентах, связанных с риском возникновения ЭР-

позитивных и ЭР-негативных опухолей. 

ОНП 5р12 также были ассоциированы с более низкой степенью дифференцировки по гистологиче-

ской шкале, что объяснялось ассоциацией со статусом по ЭР при многофакторном анализе. ОНП FGFR2 

чаще встречался при опухолях с поражением лимфатических узлов по сравнению с опухолями без пора-

жения лимфатических узлов. Не наблюдалось достоверной ассоциации со стадией опухоли или гистопа-

тологической оценкой (табл. 10). Ни по одному из вариантов не наблюдалось достоверной ассоциации с 

возрастом при постановке диагноза. ОНП FGFR2 был ассоциирован с семейным анамнезом рака молоч-

ной железы, что согласуется с предыдущими сообщениями [Huijts, et al. (2007), Breast Cancer Res, 9, R78; 

Easton, et al. (2007), Nature 447:1087-93]. Аналогичные тенденции, тем не менее статистически не досто-

верные, наблюдались для ОНП 5р12 (табл. 11). 

Способы. 

Выбор пациентов и контролей. 

Получение образцов крови и медицинских сведений об участниках исследования проводилось при 

информированном согласии и согласовании с этическим наблюдательным комитетом, в соответствии с 

декларацией Хельсинки. 

Исландия. Медицинская документация по пациентам с диагнозом рака молочной железы была по-

лучена из Исландского Ракового Регистра (от англ. Icelandic Cancer Registry, ICR). В ICR содержится 

информация о всех случаях инвазивных опухолей молочной железы и протоковой или дольковой карци-

номы in situ, выявленных в Исландии с 1 января 1955. 

Все пациенты, имеющие заболевание, диагноз которого был введен в ICR на конец декабря 2006 г., 

проживающие в Исландии, имели право участвовать в исследовании. В ICR имелась документация по 

4785 индивидам, которым за этот период был поставлен диагноз. Информированное согласие и образцы 

были получены и генотипирование успешно проведено приблизительно у 2277 пациентов. Из них у 1791 

пациента генотипирование было проведено при помощи чипов Illumina Нар300, а у 486 пациентов - при 

помощи технологии Centaurus. 26 199 контролей из Исландии составили индивиды, выбранные из про-

водимых в deCODE общегеномных ассоциативных исследований, основанных на применении Illumina. 

Индивиды с диагнозом рака молочной железы по данным ICR, исключались. Включали лиц как мужско-

го, так и женского пола. Среди контролей из Исландии (и дублирующих контрольных групп из других 

стран, описанных ниже) не наблюдалось достоверной разницы между полами по частоте ОНП, перечис-

ленных в табл. 6. Таким образом, данные контрольные группы считали достаточно репрезентативными в 

отношении популяционных частот исследуемых ОНП. 

Испания. В Испании пациенты были набраны для исследования из онкологического отделения 

больницы Сарагоса в период с марта 2006 по август 2007. Генотипирование было проведено удовлетво-
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рительно приблизительно у 642 пациентов. 1540 контролей, которым успешно было проведено геноти-

пирование, посещали больницу университета г. Сарагоса по поводу заболеваний, не связанных с раком. 

Для выявления рака в анамнезе контролей опрашивали перед взятием образца крови. Все пациенты и 

контроли имели европейское этническое происхождение. 

Швеция. Шведские когорты были представлены Семейной и Консекутивной группами пациентов. 

Пациенты, рекрутированные в группу семейного рака молочной железы, были представлены 347 пациен-

тами с раком молочной железы, обратившимися в консультативную онкогенетическую клинику больни-

цы университета Каролинска, Стокгольм, для исследования семейного анамнеза рака молочной железы. 

Каждый пациент представлял отдельную семью. У всех случаев, соответствующих существующим на 

данный момент критериям скрининга на мутацию BRCA, результаты теста оказались негативными. Па-

циенты с раком молочной железы, рекрутированные в Консекутивную группу, были представлены 482 

последовательно рекрутированными пациентами, которым проводилось оперативное лечение по поводу 

первичного инвазивного рака молочной железы в онкологических отделениях больниц Худдинге и Содер 

(обслуживающих население южного Стокгольма) в период с октября 1998 по май 2000. При выборе па-

циентов на включение в исследование семеный анамнез не учитывали. Контроли были представлены 

1302 донорами крови и 448 не имеющими рака индивидами обоих полов. Все контроли были набраны в 

больнице университета Каролинска, Стокгольм. Между Семейной и Консекутивной группами не было 

отмечено значимой гетерогенности по какому-либо из исследуемых ОНП. 

Голландия. Пациенты женского поля с диагностированным раком молочной железы в период с 

2005-2006 гг. были выбраны из регионального ракового регистра, сформированного Западным многоце-

левым онкологическим центром в Неймегене (Comprehensive Cancer Centre East in Nijmegen), Нидерлан-

ды. Данный онкологический центр ведет популяционный раковый регистр и обслуживает западную 

часть Нидерландов, регион с населением 1,3 миллиона. Всем пациентам с раком молочной железы, диаг-

ноз которым был поставлен в возрасте ранее 70 лет, было предложено участвовать в исследовании. За-

падный многоцелевой онкологический центр проводил сбор клинических данных и данных о патологии 

по всем пациентам ракового регистра. Эти стандартные данные ракового регистра были дополнены бо-

лее подробными данными, полученными из медицинских файлов в больницах, где пациенты проходили 

лечение. Контрольная группа была набрана в ходе опроса, проведенного Неймегенским Медицинским 

Центром университета Радбауда в 2002-2003 гг. Данное исследование, Неймегенское Биомедицинское 

Исследование, проводилось на стратифицированной по возрасту случайной выборке населения Неймеге-

на. Из этой группы было выбрано и генотипировано 2034 контрольных индивида, с таким же распреде-

лением по возрасту, как в популяции пациентов. 

Мультиэтническая когорта США. В Мультиэтническое когортное исследование (МЭК) вошли бо-

лее 215000 мужчин и женщин из Гавайских островов и Лос-Анджелеса (а также американцы африкан-

ского происхождения из других регионов Калифорнии). Когорта состоит преимущественно из американ-

цев африканского происхождения, коренных жителей Гавайских островов, американцев японского про-

исхождения, латиноамериканцев и американцев европейского происхождения, которые были включены 

в исследование между 1993 и 1996 гг. после заполнения 26-страничного опросника, в котором требова-

лось указать подробные сведения о характере питания, демографических факторах, личном поведении, 

предшествующих заболеваниях в анамнезе, семейном анамнезе распространенных форм рака, и для 

женщин - о репродуктивной истории и применении экзогенных гормонов. При включении в исследова-

ние участники имели возраст от 45 до 75 лет. Случаи рака в МЭК выявляли путем привязки когорты к 

популяционным Раковым Регистрам по Выживаемости, Эпидемиологии и Конечным Результатам (от 

англ. Surveillance, Epidemiology, и End Results, или SEER), охватывающим Гавайи и Лос-Анджелес, а 

также Раковому Регистру Штата Калифорния, охватывающему всю Калифорнию. Начиная с 1994, образ-

цы крови брали у случаев с впервые возникшим раком молочной железы и в случайной выборке участ-

ников МЭК, служивших контрольным пулом для генетического анализа в когорте. Подходящие случаи в 

гнездовом исследовании случай-контроль были представлены женщинами с впервые возникшим инва-

зивным раком, диагностированным после включения в МЭК и до 31 декабря 2002. Контроли были уча-

стниками, не имеющими рака молочной железы, соответственно, до включения в когорту и без диагно-

стированного рака молочной железы на 31 декабря 2002. Контроли имели сопоставимое со случаями 

распределение по расовой/этнической принадлежности и возрасту (в интервалах 5 лет). 

Нигерия. Были получены генотипы 689 случаев с впервые возникшим раком молочной железы и 

469 контролей из Ибадана, Нигерия. Случаи были последовательно рекрутированы с последующим гис-

тологическим подтверждением при поступлении в Отделения Хирургии и Радиотерапии больницы уни-

верситетского колледжа, Ибадан, Нигерия. Данная больница обслуживает район с населением 3 миллио-

на человек и является справочным центром по онкологии для других больниц в регионе. Популяционные 

контроли были рекрутированы случайным образом из общин, граничащих с больницей. После согласо-

вания с общинами контрольным субъектам было предложено посетить клинику для целей исследования. 

При рекрутировании контроли не имели рака и были старше 18 лет. 
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Генотипирование. 

Приблизительно 1791 пациентов 26199 контролей из Исландии были генотипированы с применени-

ем чипов ОНП Illumina Нар300, как описано ранее [Stacey, et al. (2007), Nat Genet 39:865-9]. Остальное 

генотипирование было проведено с применением технологии Nanongen Centaurus [С, et al. (2006), Nucleic 

Acids Res, 34, e128], разработанной для ОНП, приведенных в табл. 7. Последовательности праймеров 

могут быть предоставлены по запросу. Технология анализа ОНП Centaurus была апробирована при гено-

типировании образцов НарМар CEU и сравнении генотипов с опубликованными данными. Анализ за-

браковывали, если в нем имелось ≥1,5% несовпадений с данными НарМар. Приблизительно 10% образ-

цов случаев из Исландии было генотипировано с помощью обеих технологий, Illumina и Nanogen, и на-

блюдавшаяся степень несовадений не превышала 0,5%. Все генотипирование было проведено на обору-

довании deCODE Genetics. Все физические координаты приведены согласно NCBI Build 35. 

Клинические показатели. 

Статус по эстрогеновым и прогестероновым рецепторам определяли по результатам иммуногисто-

химического или иммунометрического анализа, представленных в медицинской документации. Уровень 

рецепторов ≥10 фмоль/мг или обнаружение ≥10% позитивных ядер при иммуногистохимическом анали-

зе, расценивалось как позитивность. Стадия определялась согласно 6 изданию Американского Объеди-

ненного Онкологического Комитета (от англ. American Joint Committee on Cancer). Гистологический под-

тип определялся в соответствии с кодами SNOMED-M (или эквивалентом ICDO) следующим образом: 

"Инвазивная Протоковая Карцинома": 8500/3, 8521/3; "DCIS" (Протоковая Карцинома In situ и родствен-

ные карциномы in situ): 8500/2, 8050/2, 8201/2, 8501/2, 8503/2, 8507/2, 8522/2; "Инвазивная Дольковая 

Карцинома": 8520/3; "LCIS" (Дольковая Карцинома In situ): 8520/2; "Тубулярная или Муцинозная": 

8211/3, 8480/3, 8481/3; "Медуллярная Карцинома": 8510/3, 8512/3; "Смешанные Инвазивные формы": 

8522/3, 8523/3, 8524/3, 8541/3, 8543/3; "Другие инвазивные формы": 8050/3, 8141/3, 8200/3, 8260/3, 

8323/3, 8401/3, 8490/3, 8501/3, 8503/3, 8504/3, 8530/3, 8540/3. Опухоли со следующими неспецифически-

ми кодами исключались из анализа гистопатологических типов: 8000/3, 8010/2, 8010/3, 8010/6, 8020/3, 

8140/2, 8140/3, 8230/3. Гистологическая степень дифференцировки указывалась в соответствии с Ноттин-

гемской системой (модификация Elston-Ellis системы Scarff-Bloom-Richardson). Состояние лимфоузлов 

оценивалось при стадиях с I по IIIB на основании определения патологической стадии при исследовании 

подмышечных лимфатических узлов и/или биопсии сигнальных лимфоузлов. В Шведской семейной 

группе анализ клинических показателей не проводили. 

Статистический анализ. 

Отношение шансов (OR) для каждого аллеля ОНП было подсчитано с применением мультиплика-

тивной модели, т.е. при допущении, что относительный риск по двум аллелям, присутствующим у чело-

века, мультиплицируется. В качестве маркеров были представлены аллельные частоты и отношение 

шансов. Ассоциированные значения Р были рассчитаны с применением стандартной статистики хи-

квадрат отношения правдоподобия, используемой в программном обеспечении NEMO (Gretarsdottir S., et 

al., Nat. Genet. 35:131-38 (2003)). Доверительные интервалы рассчитывали, принимая что оценки OR 

имеют логарифмически нормальное распределение. Для ОНП, находящихся в сильном неравновесии по 

сцеплению, при пропусках генотипа одного из ОНП у индивида, для выведения генотипов применяли 

генотип сцепленного с ним ОНП, согласно метода правдоподобия, описанного ранее (Gretarsdottir S., et 

al., Nat. Genet. 35:131-38 (2003)). Благодаря этому результаты, представленные по различным ОНП, по-

лучены на одинаковом количестве индивидов, что позволяет обоснованно проводить сравнение OR и 

значений Р. Совместный анализ множества дублирующих групп случай-контроль был проведен с приме-

нением метода Мантеля-Хензеля, при котором допускается, что группы могут иметь различные популя-

ционные частоты аллелей или генотипов, но одинаковые относительные риски. Тесты на гетерогенность 

проводили, допуская, что при нулевой гипотезе аллельные частоты во всех группах одинаковы, а при 

альтернативной гипотезе в каждой группе аллельные частоты различны. Совместный анализ множества 

групп случаев проводили с применением обобщенного метода Мантеля-Хензеля, соответствующего по-

литомической логистической регрессии, с применением индикатора группы в качестве ковариаты. Меж-

ду дублирующими выборками не наблюдалось гетерогенности по какому-либо из протестированных 

ОНП. Наличие ассоциации между связанными с риском вариантами и возрастом при постановке диагно-

за, а также гистологической степенью дифференцировки выявляли с помощью линейной регрессии меж-

ду значением показателя и числом копий связанного с риском аллеля, существующих у каждого индиви-

да. 

Для анализа семейного анамнеза для каждого генотипа подсчитывали семейный относительный 

риск для родственников первой степени путем видоизменения способа, описанного авторами изобрете-

ния ранее (Amundadottir L.T., et al., PLoS Med. 1:e65 (2004)) для вычисления семейного относительного 

риска, специфичного для генотипа (gfRRgt). Для генотипа каждого ОНП gfRRgt определяли следующим 

образом: 
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где r представляет собой количество родственников первой степени пациентов с раком молочной 

железы, имеющих генотип gt (индивидов, которые состоят в родстве с более чем одним пациентом, 

имеющим генотип gt, подсчитывали несколько раз), при этом а представляет собой количество родст-

венников первой степени пациентов с раком молочной железы, имеющих генотип gt, которые сами стра-

дают раком молочной железы. В знаменателе n является размером популяции, а х является количеством 

пораженных заболеванием людей в популяции (по данным ICR). Для сравнения наблюдавшегося gfRRgt 

по первому и второму генотипу, подсчитывали соотношение gfRRgt1/gfRRgt2. Значимость этих последних 

соотношений определяли путем симуляции: для каждого gfRRgt случайным образом формировали кон-

трольные группы из группы пациентов с раком молочной железы, генотипированных по изучаемому 

ОНП. Контрольные группы имели такой же размер, как каждая из групп с соответствующим наблюдав-

шимся gfRRgt и были сопоставимы по количеству пациентов, внесенных в Исландскую генеалогическую 

базу данных (0, 1 или 2). Подсчет соотношения gfRRgt1/gfRRgt2 повторяли десять тысяч раз и определяли 

значение Р путем подсчета, как часто отношение в контрольных группах совпадало или превосходило 

наблюдавшееся gfRRgt1/gfRRgt2. 

Значения OR, спецфичные для генотипа, подсчитывали путем оценки частот генотипа в популяции, 

принимая равновесие Харди-Вайнберга. Значимых отклонений от множественности не наблюдалось. 

Возможные взаимодействия между локусами выявляли с помощью тестов на корреляцию частот аллелей 

и с помощью ассоциации случай-контроль у носителей и не-носителей. Значимых взаимодействий обна-

ружено не было.  

Некоторые пациенты и контроли из Исландии приходятся друг другу родственниками, как внутри 

групп, так и между группами, что приводит к тому, что тестовая статистика x
2
 имеет среднее значение 

>1. Коэффициент инфляции оценивали путем симуляции генотипов по генеалогии Исландцев, как опи-

сано ранее (Grant S.F., et al., Nat Genet 38:320-3 (2006)) и соответствующим образом корректировали ста-

тистики х
2
 для показателей OR в Исландии. Оценка коэффициента инфляции составила 1,08 для общей 

группы исландцев (случаев и контролей) и оказалась меньше, но ≥1 для всех других подгрупп, использо-

ванных в анализе клинических фенотипов. 

Таблица 6 

Ассоциация ОНП в локусах 5р12 и 10q26 с риском рака молочной железы 
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Таблица 7 

Ассоциация всех вариантов, протестированных в 5р12, с раком молочной железы 
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Таблица 8 

Неравновесие по сцеплению между ОНП на 5р12 в Исландии 

 
Таблица 9 

Многофакторный анализ ОНП на 5р12 

 

 
Таблица 10 

Клинические корреляции 
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Таблица 11 

Относительные риски родственников 1° в зависимости от генотипа ОНП 
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Таблица 12 

Суррогатные маркеры для маркера rs4415084. Были выбраны маркеры со значениями r
2
 выше 0,2 по от-

ношению к rs4415084 в массиве данных НарМар CEU (http://www.hapmap.org) в пределах региона 1 Мб, 

фланкирующего маркер. Показаны обозначения сцепленного ОНП, значения r
2
 и D' для rs4415084 и со-

ответствующие значения Р, а также расположение суррогатного маркера в NCBI Build 36 и ссылка на ID 

последовательности, содержащей фланкирующие последовательности маркера 
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Таблица 13 

Суррогатные ОНП маркеры для маркера rs10941679. Были выбраны маркеры со значениями r
2
 выше 0,2 

по отношению к rs10941679 в массиве данных НарМар CEU (http://www.hapmap.org) в пределах региона 

1 Мб, фланкирующего маркер. Показаны обозначения сцепленного ОНП, значения r
2
 и D' для rs10941679 

и соответствующие значения Р, а также расположение суррогатного маркера в NCBI Build 36 и ссылка на 

ID последовательности, содержащей фланкирующие последовательности маркера 
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Таблица 14 

Суррогатные ОНП маркеры для маркера rs1219648. Были выбраны маркеры со значениями r
2
 выше 0,2 

по отношению к rs1219648 в массиве данных НарМар CEU (http://www.hapmap.org) в пределах региона  

1 Мб, фланкирующего маркер. Показаны обозначения сцепленного ОНП, значения r
2
 и D' для rs1219648 

и соответствующие значения Р, а также расположение суррогатного маркера в NCBI Build 36 и ссылка на 

ID последовательности, содержащей фланкирующие последовательности маркера 

 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Способ определения предрасположенности к раку молочной железы у человеческого индивидуу-

ма, при котором определяют, присутствует ли по меньшей мере один аллель по меньшей мере одного 

полиморфного маркера в образце нуклеиновой кислоты, взятом у индивидуума, или в массиве данных 

генотипа, полученном у индивидуума, где этот по меньшей мере один полиморфный маркер выбран из 

rs10941679 (SEQ ID NO:236), rs4415084 (SEQ ID NO:235) или маркеров в неравновесии по сцеплению с 

ними и где наличие указанного по меньшей мере одного аллеля указывает на предрасположенность ин-

дивидуума к раку молочной железы. 

2. Способ по п.1, где наличие аллеля Т rs4415084 (SEQ ID NO:235) или аллеля G rs10941679 (SEQ 

ID NO:236) указывает на повышенную предрасположенность индивидуума к раку молочной железы. 

3. Способ по любому из предшествующих пунктов, также включающий этап определения наличия 

по меньшей мере одного высокопенетрантного генетического фактора рака молочной железы в образце 

нуклеиновой кислоты, взятом у индивидуума, или массиве данных генотипа, полученном у индивидуу-

ма, где высокопенетрантным генетическим фактором предпочтительно является мутация в BRCA1, 

BRCA2, ТР53 и/или PTEN. 

4. Набор для оценки предрасположенности человеческого индивидуума к раку молочной железы, 

включающий реагенты для селективного выявления по меньшей мере одного аллеля полиморфного мар-

кера в геноме индивидуума, где этот полиморфный маркер выбран из rs10941679 (SEQ ID NO:236), 

rs4415084 (SEQ ID NO:235) или маркеров в неравновесии по сцеплению с ними и где наличие указанного 

по меньшей мере одного аллеля указывает на предрасположенность к раку молочной железы; где реаген-

ты указанного набора включают по меньшей мере один примыкающий олигонуклеотид, гибридизую-

щийся с фрагментом генома индивидуума, включающим указанный полиморфный маркер, буфер и де-

тектируемую метку, и где реагенты возможно дополнительно включают по меньшей мере одну пару оли-

гонуклеотидов, гибридизующихся с противоположными нитями сегмента геномной нуклеиновой кисло-

ты, полученной у субъекта, где каждая пара олигонуклеотидных праймеров разработана для селективной 

амплификации фрагмента генома этого индивидуума, включающего один полиморфный маркер, и где 

этот фрагмент имеет размер по меньшей мере 30 пар нуклеотидов. 

5. Устройство для выявления генетического индикатора рака молочной железы у человеческого ин-

дивидуума, включающее машиночитаемую память и программу, хранящуюся в машиночитаемой памяти, 

где программа адаптирована к выполнению на процессоре с целью анализа информации по маркеру 

и/или гаплотипу по меньшей мере для одного человеческого индивидуума в отношении по меньшей мере 

одного полиморфного маркера, выбранного из rs10941679 (SEQ ID NO:236), rs4415084 (SEQ ID NO:235) 

или маркеров в неравновесии по сцеплению с ними, и генерирования выходных данных на основании 

информации по этому маркеру или гаплотипу, где эти выходные данные включают показатель индиви-

дуального риска по этому по меньшей мере одному маркеру или гаплотипу в качестве генетического ин-

дикатора рака молочной железы у человеческого индивидуума. 
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6. Устройство по п.5, где программа также включает определение риска рака молочной железы, ас-

социированного с этим по меньшей мере одним аллелем маркера и/или гаплотипом, где определение 

риска основано на сравнении частоты по меньшей мере одного аллеля полиморфного маркера и/или гап-

лотипа у группы индивидуумов с диагностированным раком молочной железы, и индикатор частоты 

указанного аллеля полиморфного маркера и/или гаплотипа у группы референсных индивидуумов, где 

индивидуальный риск для человеческого индивидуума основан на сравнении статуса носительства ука-

занного аллеля маркера и/или гаплотипа и определении степени риска. 

7. Способ идентификации маркера для применения в оценке предрасположенности к раку молочной 

железы, включающий: 

а) идентификацию по меньшей мере одного полиморфного маркера, находящегося в неравновесии 

по сцеплению по меньшей мере с одним из rs10941679 (SEQ ID NO:236) и rs4415084 (SEQ ID NO:235); 

б) определение генотипического статуса в выборке индивидуумов с диагностированным раком мо-

лочной железы или имеющих предрасположенность к нему; 

в) определение генотипического статуса в выборке контрольных индивидуумов, 

где достоверное различие в частотах по меньшей мере одного аллеля указанного по меньшей мере 

одного полиморфного маркера у индивидуумов с диагностированным раком молочной железы или пред-

расположенных к нему в сравнении с частотой указанного по меньшей мере одного аллеля в контроль-

ной выборке указывает на то, что указанный полиморфный маркер может применяться для оценки пред-

расположенности к раку молочной железы. 

8. Способ по п.7, где увеличение частоты аллеля указанного по меньшей мере одного полиморфно-

го маркера у индивидуумов с диагностированным раком молочной железы или предрасположенных к 

нему в сравнении с частотой указанного аллеля в контрольной выборке указывает на то, что указанный 

по меньшей мере один полиморфный маркер может применяться для оценки повышенной предрасполо-

женности к раку молочной железы, а снижение частоты аллеля указанного по меньшей мере одного по-

лиморфного маркера у индивидуумов с диагностированным раком молочной железы или предрасполо-

женных к нему в сравнении с частотой указанного аллеля в контрольной выборке указывает на то, что 

указанный полиморфный маркер может применяться для оценки пониженной предрасположенности к 

раку молочной железы или устойчивости к нему. 

9. Способ генотипирования образца нуклеиновой кислоты, взятого у человеческого индивидуума, 

включающий определение, присутствует ли по меньшей мере один аллель полиморфного маркера в об-

разце нуклеиновой кислоты из образца индивидуума, где этот по меньшей мере один маркер выбран из 

rs10941679 (SEQ ID NO:236), rs4415084 (SEQ ID NO:235) или маркеров в неравновесии по сцеплению с 

ними и где определение наличия указанного по меньшей мере одного аллеля в образце указывает на 

предрасположенность индивидуума к раку молочной железы. 

10. Применение олигонуклеотидного зонда в производстве реагента для диагностики и/или оценки 

предрасположенности человеческого индивидуума к раку молочной железы, где зонд гибридизуется с 

сегментом нуклеиновой кислоты с нуклеотидной последовательностью, приведенной в любой из после-

довательностей SEQ ID NO:1-219, SEQ ID NO:235 и SEQ ID NO:236, где зонд имеет длину 15-500 нук-

леотидов. 

11. Машиночитаемый носитель, на котором хранятся: 

а) идентификатор по меньшей мере одного полиморфного маркера; 

б) индикатор частоты по меньшей мере одного аллеля указанного полиморфного маркера у группы 

индивидуумов с диагностированным раком молочной железы; 

в) индикатор частоты по меньшей мере одного аллеля указанного полиморфного маркера у группы 

референсных индивидуумов, 

где указанный полиморфный маркер выбран из rs10941679 (SEQ ID NO:236), rs4415084 (SEQ ID 

NO:235) или rs1219648 (SEQ ID NO:237) и полиморфных маркеров в неравновесии по сцеплению с ними. 

12. Способ по любому одному из пп.1-3 или 7-9, где рак молочной железы является позитивным по 

эстрогеновым рецепторам или позитивным по прогестероновым рецепторам. 

13. Способ по любому одному из пп.1-3 или 7-9, где неравновесие по сцеплению между маркерами 

характеризуется значениями r
2
 по меньшей мере 0,2. 

14. Способ по п.13, где полиморфный маркер выбран из маркеров, приведенных в табл. 12 и 13. 
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Перечень последовательностей 
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