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АННОТАЦИЯ2



Проведено молекулярно-генетическую диагностику 200 образцов геномной ДНК из клеток периферической крови пациентов, страдающих раком молочных желез и сопутствующими заболеваниями. В четырех образцах ДНК выявлено мутации в локусах генов BRCA1 и BRCA2. Все обнаруженные мутации находились в гомозиготном состоянии. Для гена BRCA1 обнаружены три мутации: BRCA1_185delAG, BRCA1_5622T, BRCA1_5382insC. Для гена BRCA2 было выявлено 2 мутации BRCA2_6174delT и BRCA2_9254del5.
Работа изложена на 43 страницах, в ней находятся 4 рисунка, 3 из которых являются оригиналами, и 3 таблицы. Приведены ссылки на 52 публикации (25 кирилицей и 27 латыницей).
Ключевые слова: рак  молочных желез,	BRCA1,	BRCA2, гены-маркеры, полиморфизм, мутация генов, наследственность в онкологии, гинекомастит
RESUME


Molecular-genetic diagnosis of 200 samples of genomic DNA from peripheral blood cells of patients with breast cancer and concomitant diseases was carried out. Mutations in the loci of the BRCA1 and BRCA2 genes have been identified in four DNA samples. All the mutations found were in the homozygous state. For the BRCA1 gene, three mutations were found: BRCA1_185delAG, BRCA1_5622T, BRCA1_5382insC. For the BRCA2 gene, 2 mutations of BRCA2_6174delT and BRCA2_9254del5 were detected.
The work is presented on 43 pages, there are 4 figures in it, 3 of which are originals, and 3 tables. References are made to 52 publications (25 Cyrillic and 27 Latin).
Key words: breast cancer, BRCA1, BRCA2, marker genes, polymorphism, mutation of genes, heredity in oncology, gynecomastitis
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ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ


ВОЗ	— Всемирная организация здравоохранения ДНК — дезоксирибонуклеиновая кислота
ЗНО — злокачественное новообразование ЗКО — злокачественная опухоль
МЗ АР —Министерство здравоохранения Азербайджанской Республики МРТ — магнитно-резонансная томография
НПМГ — наследственно передающиеся мутация генов
ПМЗН — первично-множественные злокачественные новообразования ПЦР — полимеразная цепная реакция
РМЖ — рак молочной железы РЯ — рак яичников
ТПН — тысячи пар нуклеотидов УЗИ — ультразвуковое исследование ПЦР – полимеразная цепная реакция
BRCA1 — Breast cancer 1 gene (Рак молочной железы 1-й ген) BRCA2 — Breast cancer 2 gene (Рак молочной железы 2-й  ген) HRM — high resolution melting (плавление с высоким разрешением)
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Рак молочных желез на сегодняшний день - одно из самых распространенных онкологических заболеваний в мире, ежегодно выявляется около 1,7 млн случаев [GloboCAN, 2012]. Среди женского населения в структуре онкологической заболеваемости РМЖ занимает первое место в большинстве экономически развитых стран. К примеру, в РФ в 2012 г. зарегистрированы 59,037 больных РМЖ, эта онкологическая патология занимает лидирующее положение как в структуре заболеваемости женского населения злокачественными новообразованиями (20,7 %), так и в структуре смертности от них (17,1 %) [Prat et al., 2005]. Ежегодно в Украине диагностируется >1300 случаев РМЖ и >500 РЯ, связанных с наследственными мутациями. Общее количество наследственно- обусловленных опухолей в Украине предположительно составляет >6500 случаев в год [Шапочка, 2017].
Для азербайджанской популяции в структуре заболеваемости злокачественными новообразованиями рак молочной железы составляет более 20,0 – 24,0%. Отмечены высокие уровни показателей летальности в республики от 4,2% –19,0% в зависимости от региона [Azərbaycan respublikasının rəsmi statistikası, 2017].
К факторам риска, способным спровоцировать развитие опухоли кроме наследственно передающихся мутаций генов, относятся нарушение гормонального баланса, бездетность и многодетность, очень поздние первые роды, раннее начало и позднее прекращение менструаций, наличие мастопатий, пристрастие к табаку и алкоголю, ожирение, стрессы, гипертонические болезни, воспаление матки и яичников, заболевание печени и многое другое [Любченко, 2009]. Популяция Азербайджана не свободна от влияния этих рисков. Особенность национальных традиций в смысле возможных родственных браков между молодыми людьми, жизненные


условия уровень бедности, приводящие к серьезным стрессам и невозможности обращения за дорогостоящим лечением, некачественное питание и неблагоприятные экологические условия — основные причины большого уровня заболеваемости РМЖ в Азербайджане [Ализаде, 2011]. Семейные формы рака известны давно, однако только недавно стали открываться генетические причины повышенной частоты онкологических заболеваний в некоторых семьях. В 1994 году был открыт первый ген, ответственный за возникновение РМЖ – BRCA1 (Breast Cancer 1) [Miki et al., 1994], а через год еще один – BRCA2 [Wooster et al., 1995].
Исходя из вышеизложенного, целью данной работы была диагностика и изучение частоты встречаемости различных мутаций генов BRCA1 и BRCA2 среди больных раком молочной железы из различных районов Азербайджана.
В связи с этим были поставлены следующие задачи:
1. Проанализировать по региональным и клиническим критериям обобщенную информацию о больных, обращавшихся в Национальный Центр Онкологии (НЦО) в г. Баку;
1. Провести выделение геномной ДНК из клеток периферической крови пациентов;
1. Провести молекулярно-генетическое тестирование полиморфизма нуклеотидных последовательностей генов BRCA1 и BRCA2;
1. Оценить частоту встречаемости мутаций генов BRCA1 и BRCA2 среди больных раком молочных желез в Азербайджане.
Объект исследования – генетическая детерминация развития рака молочных желез
Предмет	исследования	–	полиморфизм	экзонных	и	интронных последовательностей генов BRCA1 и BRCA2.
Автор искренне благодарен Генеральному директору НОЦ Азербайджана академику Алиеву Д. А., главному онкологу и главврачу НОЦ к.м.н Керимли А.А., а также заведующей отделения Молекулярно- онкологической лаборатории при НОЦ, к.б.н. Меликовой Л.А. за возможность проведения экспериментов, помощь и благожелательное отношение.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Онкологические заболевания являются важнейшей медико-социальной проблемой в связи с высокой заболеваемостью и смертностью. В большинстве случаев онкологические заболевания являются болезнями с генетической предрасположенностью (мультифакторными). Это значит, что в их развитии важную роль играют мутации, которые могут быть получены индивидуумом от одного или обоих родителей [Ганцев и др., 2015].
Принято считать, что в развитии рака молочных желез важную роль играет носительство мутантных вариантов генов BRCA [Miki et al., 1994; Wooster et al., 1995; Любченко, Батенева, 2014; Ганцев и др., 2015; Шапочка, 2017 и мн. др.]. В нативном, исходном виде оба гена являються классическими опухолевыми супрессорами, а кодируемые ими белки играют важную роль в репарации двухцепочечных разрывов ДНК путем гомологичной рекомбинации. Потеря фукнционально активности вследствие врожденных или приобретенных мутаций в генах BRCA1 и BRCA2 приводит к нарушению регуляции клеточного цикла, процессов дифференцировки и апоптоза, и как следствие, к наростанию хромосомной нестабильности, что и приводит к развитию рака [Синдромы…, 2018; Онкогенетика BRCA, 2018]. При этом гены BRCA1/2 не являются строго специфичными для раков молочных желез и яичников, и могут повышать риск развития рака предстательной железы, толстой кишки, поджелудочной железы,  эндометрия, меланомы, а также рака грудных желез у мужчин [Урманчеева, Кутушева, 2003; Дмитриев и др., 2012].
Описано около 200 мутаций генов BRCA1 и BRCA2. Большинство из них ответственны за нарушение синтеза белка, но далеко не все из них изучены [Shattuck-Eidens et al., 1995; Shattuck-Eidens et al., 1997]. Сделаны несколько успешных попыток создать скрининговые наборы; большинство из них учитывают популяционные особенности частоты встречаемости так


называемых агрессивных мутаций генов BRCA [Батенева, Кадочникова, 2013; Онкогенетика BRCA, 2018]. Для азербайджанской популяции принято использовать панель, состоящую из 7 мутаций – п’ять для гена BRCA1 и 2 для гена BRCA2.
В нашем исследовании были изучены 200 образцов геномной ДНК, выделенной из клеток периферической крови колоночным методом; Концентрацию и чистоту препаратов ДНК проверяли спектрофотометрическим методом, а затем использовали для проведения аллель-специфической полимеразной цепной реакции в режиме real-time. Для идентификации известных мутаций генов BRCA1 и BRCA2 использовали аллель-специфические праймеры производства фирмы «Евроген» [Евроген,
— Официальный сайт, 2018]. Для визуализации результатов амплификации использовали метод агарозного гель-электрофореза в трис-ацетатном буферном растворе. У четырех человек из 200 были выявлены мутации в генах BRCA. Для гена BRCA1 было обнаружено три мутации BRCA1_185delAG, BRCA1_5382insC BRCA1_5622T, для гена BRCА2 – две мутации: BRCA2_6174delT и BRCA2_9254del5. У одной из пациенток было детектировано наличие мутаций в обоих генах.
Из литературы известно, что по данным эпидемиологических исследований частота встречаемости мутаций генов BRCA1 и BRCA2 невысока, составляет в популяции меньше 1%, что делает общепопуляционный скрининг экономически неоправданным и бесперспективным. Даже среди больных раком молочных желез частота встречаемости данных генов составляет по разным данным от 5 до 10% [Дмитриев и др., 2012].
Известно, что BRCA1 или BRCA2-ассоциированные раки молочных желез, в отличие от спорадического рака, характеризуется лучшей отвечаемостью на терапию, вплоть до полной ремиссии. BRCA-статус потенциально может быть использован в качестве предиктивного маркера при проведении химиотерапевтического лечения [Gelmon et al., 2012; Онкогенетика BRCA, 2018]. Таким образом, выяснение BRCA-статуса является первым шагом на пути к таргетной терапии опухолевых заболеваний [Oza et al. 2015; Онкогенетика BRCA, 2018].



ВЫВОДЫ


1. Среди всех больных РМЖ пациентов (26,5 %) были жителями г. Баку, 14 % - проживали в районе Газах Геранбой, 11,5 % относились к району Шеки-Ширван и 10,5 % - из Карабахского региона.
1. Диагноз РМЖ в возрасте до 35 лет был установлен 23 % пациентов; для 63 % было показано наличие семейных случаев заболевания раком различной этиологии у близких родственников.
1. Среди 200 образцов геномной ДНК обследованных пациентов было выявлено 4 образца, имеющих мутации в локусах генов BRCA1 и BRCA2, что составило 2 % от всех исследованных лиц. Все мутации находились в гомозиготном состоянии.
1. Среди мутаций гена BRCA1 встречались две делеции BRCA1_185delAG и BRCA1_5622T, и одна инсерция — BRCA1_5382insC. Для гена BRCA2 было выявлено две делеции BRCA2_6174delT и BRCA2_9254del5
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