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Поиск ассоциации гена FGFR2 участка rs1219648  
с развитием рака молочной железы

Проведено сравнение распределения генотипов и частот аллелей гена FGFR2 (rs1219648) между больными 
РМЖ и контрольной группы в казахской и русской этнических группах. В отличие от ряда мировых популяций 
ассоциаций полиморфизма в сайте rs1219648 гена FGFR2 с раком молочной железы не выявлено ни в казах-
ской, ни в русской этнических группах.
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Т.С. Балмуханов, А.О. Абайлдаев, Д.Д. Мукушкина 
FGFR2 геніндегі rs 1219648 ауданының  

сүт безі қатерлі ісік ауруымен ассоциациясын іздестіру

Елімізде мекендейтін қазақ және орыс этникалық топтарындағы сүт безі қатерлі ісік ауруымен ауыратын және 
бақылау тобы арасындағы FGFR2 (rs1219648) генінің генотиптік және аллелдік таралу жиілігі жайлы салы-
стырмалы мәліметтер алынды. FGFR2 генінің rs1219648 ауданындағы полиморфизмінің сүт безі қатерлі ісік ау-
руымен ассоциациясының ерекшелігі бірқатар әлемдік популяцияларға қарағанда қазақ және орыс этникалық 
топтарында анықталмады.
Түйін сөздер: Сүт безі қатерлі ісік ауруы, гендер, FGFR2, полиморфизм, популяция.

T.S.Balmukhanov, A.O. Abayldaev, D.D. Mukushkina 
Search association of FGFR2 gene rs1219648 area with the development of breast cancer 

This study compared the distribution of genotypes and allele frequencies of gene FGFR2 (rs1219648) between breast 
cancer patients and the control group in the Kazakh and Russian ethnic groups. In contradistinction on a number of 
world populations associations of polymorphism in a site rs1219648 gene FGFR2 with breast cancer did not reveal 
neither in Kazakh, nor in Russian ethnic groups.
Key words: Breast cancer genes, FGFR2, polymorphism, population.

Рак молочной железы (РМЖ) является наи-
более распространенной формой рака у женщин, 
как в развитых, так и в настоящее время, в раз-
вивающихся странах. Количество случаев РМЖ 
составляет 23% от общего количества онкологи-
ческих заболеваний и приводило в прошлом де-
сятилетии к приблизительно 400000 ежегодных 
смертельных исходов в мире. 

Значительные этнические различия в рас-
пространенности генотипов и частот аллелей, 
являющихся маркерами онкологических забо-
леваний среди представителей различных рас и 
национальностей, являются в настоящее время 
общепринятым фактом. В современной молеку-

лярной эпидемиологии повышенное внимание 
уделяется изучению популяционных особенно-
стей генома, его вариабельности, экспрессии ге-
нов. В Казахстане в силу исторических причин 
сформировался многонациональный состав на-
селения. Исследования, направленные на поиск 
и выявление полиморфных маркеров генов сред-
ней и низкой пенетрантности, ассоциированных 
с повышением риска развития РМЖ, в основ-
ных этнических группах Казахстана проводятся 
впервые.

В изучении этиологии и патогенеза РМЖ 
значимую роль сыграло открытие генов с на-
личием мутаций, ассоциированных с повышен-
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ным риском развития этой формы заболевания. 
Выделяют мутации в многочисленных генах 
средней и низкой пенетрантности, в частности 
ген FGFR2, перспективных для исследования по 
данным последних широкомасштабных полно-
геномных ассоциативных исследований (GWAS) 
и мета-анализов. 

Ген рецептора фактора роста фибробластов 
FGFR2 (fibroblast growth receptor 2) локализован 
на хромосоме 10q26.13, содержит приблизи-
тельно 116 тысяч пар нуклеотидов и его кодиру-
ющая часть включает в себя 22 экзона [1]. Гены, 
кодирующие соответствующие белки – рецепто-
ры фактора роста фибробластов FGFR1, FGFR 
2, FGFR3, FGFR4 расположены на четырех раз-
личных хромосомах и играют важную роль в 
процессах клеточной пролиферации, дифферен-
циации, ингибирования апоптоза, ангиогенеза и 
миграции клеток [2].

До недавнего времени в гене FGFR2 была 
идентифицирована только одна соматическая 
мутация (R203C) в клеточной линии РМЖ 
HCC1143 [3]. Позднее во втором интроне гена 
FGFR2 были дополнительно обнаружены ещё 
четыре однонуклеотидных полиморфизма: 
rs1219648, rs2981579, rs11200014, rs2420946, де-
монстрирующие высокий уровень ассоциации с 
РМЖ, что внесло этот ген в список генов-канди-
датов, участвующих в развитии заболевания [4].

Как уже упоминалось, ген FGFR2 кодирует 
трансмембранную тирозиновую киназу, кото-
рая участвует в клеточном росте, инвазивности, 
подвижности и ангиогенезе. Киназа, кодируемая 
этим геном действует также как митогенный или 
ангиогенный фактор, зависимый от клеточного 
типа и(или) микроокружения [5]. Более того, в 
связи с тем фактом, что FGFR2 может транс-
формировать эпителиальные клетки молочной 
железы человека, подавление сигналов FGFR2 
может замедлять пролиферацию опухолевых 
клеток груди [6]. Сообщалось, также, что разно-
образно сплайсированные варианты транскрип-
тов ассоциированы с дисфункцией FGFR2 при 
РМЖ и его повышенной экспрессией, наблюда-
емой в клеточных линиях и тканях при РМЖ. 
Данные наблюдения указывают на существова-
ние тесной корреляции между мутациями в гене 
FGFR2 и риском РМЖ [7].

Исследования степени ассоциации поли-
морфизма гена FGFR2 с РМЖ, проведенные в 
различных популяциях, продемонстрировали 

существование значительных различий между 
ними. С целью отбора из большого количества 
SNP именно тех вариантов, которые следует рас-
сматривать в качестве потенциальных биомар-
керов, в настоящее время проводят эпидемиоло-
гические обзоры и мета-анализы имеющихся в 
литературе и электронных базах данных показа-
телей. В одном из метаисследований было выяв-
лено три полиморфизма статистически значимо 
ассоциированных с риском РМЖ, в частности 
rs1219648, но авторы не дифференцировали ана-
лизируемые группы по этнической принадлеж-
ности [8].

Материалы и методы
В качестве объекта использованы образцы 

венозной крови пациенток с клинически под-
твержденным диагнозом РМЖ и практически 
здоровых женщин без онкологических заболева-
ний по семейному анамнезу казахской и русской 
национальностей. Забор крови производится у 
пациентов Казахского НИИ онкологии и радио-
логии МЗ РК, г. Алматы и Алматинского онко-
логического диспансера, при информированном 
согласии больных. Забор образцов крови здо-
ровых доноров проводился в Городском цетре 
крови, г. Алматы. К настоящему моменту собра-
но образцов крови от пациенток с РМЖ – 312 
от лиц казахской национальности, 184 –от лиц 
русской национальности. Контрольная группа 
сформирована из 190 лиц казахской националь-
ности и 173 – русской национальности. Данные 
о количестве пациентов и контроля в экспери-
ментах различаются в связи с постоянно про-
должающимся сбором образцов крови пациен-
тов и контрольных образцов. Cредний возраст 
больных РМЖ в казахской и русской этнических 
группах составлял 49,58±8,70 и 53,40±9,97 соот-
ветственно. Контрольная группа составлена из 
219 представительниц казахской и 179 – русской 
национальности, средний возраст составляет 
49,84±6,09 для казашек и 50,43±6,56 для рус-
ских женщин. 

Выделение геномной ДНК из лейкоцитов 
крови проводили с использованием наборов 
фирм “Quigen” и «Axygen» (США) в соответ-
ствии с рекомендуемыми протоколами. Taq-
ДНК-полимераза, маркеры молекулярной массы 
– рестрицированная ДНК pUC19/Kzo9, олигону-
клеотидные праймеры и эндонуклеазы рестрик-
ции получены от фирмы «СибЭнзим», Россия.
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Оптимизация и отработка условий ПЦР ре-
акции проводилась индивидуально для локуса 
исследуемого гена при градиентном спектре 
температур для подбора оптимальной темпе-
ратуры для каждой пары праймеров. Последо-
вательность олигонуклеотидных праймеров 
подбиралась индивидуально для тестируемого 
участка с использованием программы Primer 
3(v.0.4.0).

Амплификационная смесь для ПЦР анализа 
с Taq-полимеразой содержала 60 мМ Трис-HCI 
(pH 8,5); 25 мМ KCl; 1,5-3,0 мМ MgCI2; 0,1% 
Тритон X-100; 10 мМ 2-меркаптоэтанола; 15 нг 
геномной ДНК; по 2 пМ каждого из праймеров, 
смесь dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) по 200 
мкМ каждого, 1 ед. Taq-полимеразы. 

Определение однонуклеотидных замен в ло-
кусе гена FGFR2 (rs1219648) проводили с помо-
щью анализа полиморфизма длин рестрикцион-
ных фрагментов (ПЦР-ПДРФ) с использованием 
специфических синтезированных по заказу оли-
гонуклеотидных праймеров и последующим 
расщеплением амплификата соответствующей 
эндонуклеазой рестрикции для распознавания 
сайта замены.

Для проведения ПЦР и рестрикционного 
анализа участка rs1219648 гена FGFR2 при-
меняли следующие условия: 950С – 2 мин, 35 
циклов (950С – 30с, 580С – 30с, 720С – 30с), 
720С – 5 мин. Использованы праймеры сле-
дующей нуклеотидной последовательности: 
5’-CACGCCTATTTTACTTGACACGC-3’ – пря-
мой и 5’-ATTTGTATGTGGTAGCTGACTTC-3’ 
– обратный. Инкубацию с рестриктазой BstHHI 
проводили при температуре 500С в течение 3 
часов в рестрикционной смеси, содержащей 33 
мМ Трис-Ас, 100 мМ MgAc, 66 мМ KAc, 1 мМ 
DTT, 100мкг/мл BSA, 1 ед. фермента.

Для оценки чистоты и нативности выделен-
ной ДНК использовали гель-электрофорез в 8% 
полиакриламидном геле (ПААГ). При проведе-
нии электрофореза 5 мкл препарата ДНК сме-
шивали с 1-3 мкл буфера для нанесения (0,25% 
бромфеноловый синий, 0.25% ксиленцианол, 
40% сахароза) и подвергали электрофорезу в 
ТАЕ буфере при 100 В в течение 1 часа. 

Продукты амплификации и последующей 
рестрикции анализировали методом электро-
фореза в 8% в полиакриламидном геле, (ТВЕ-
буфер). Фрагменты разделяли при 40 мА в тече-

ние 3 часов и окрашивали бромистым этидием, 
с последующей визуализацией в ультрафиолето-
вом свете. Результаты сохраняли и анализирова-
ли в цифровом формате (гель-документирующая 
система Biorad, USA). 

Достоверность различий в распределении 
генотипов и частотах аллелей рассчитывали с 
помощью критерия Пирсона (χ2), наблюдаемое 
распределение генотипов в выборках проверяли 
на соответствие уравнению Харди-Вайнберга 
(HWE). В качестве индикатора степени связи 
между наблюдаемыми значениями аллелей и ге-
нотипов использовали отношение шансов (odds 
ratio – OR), доверительный интервал (confidence 
interval – CI). Точный тест Фишера был исполь-
зован в случаях, когда значения частот геноти-
пов были неравноценно распределены среди 
ячеек таблицы (одно из значений – менее 6). 
Использованы программы Microsoft Excel и 
Statistica 2005.

Результаты и обсуждение
При проведенном нами тестировании поли-

морфизма участка rs1219648 гена FGFR2 полу-
чены результаты, представленные на рисунке 1 
и обобщенные в таблицах 1 и 2.

Как следует из данных, приведенных в табли-
цах 1 и 2, ассоциаций полиморфизма rs1219648 
гена FGFR2 с РМЖ не выявлено ни в казахской, 
ни в русской этнических группах. Данные по 
распределению генотипов и частотам аллелей в 
группах контроля и пациентов РМЖ в казахской 
и русской этнических группах укладываются в 
равновесие Харди-Вайнберга.

В исследовании, проведенном ранее у жен-
щин Туниса, при тестировании полиморфизмов 
гена FGFR2, обнаруженных в ходе GWAS ис-
следования, было показано, что аллель А этого 
полиморфизма является рисковым, имеет более 
высокую частоту встречаемости в группе паци-
ентов с РМЖ и статистически достоверно ассо-
циирован с РМЖ [9].

В исследовании, проведенном на материа-
ле, полученном от женщин из трех различных 
штатов в США, была обнаружена статистически 
значимая ассоциация этого полиморфизма с за-
болеванием у лиц, принимавших после менопау-
зы эстроген заместительную терапию [10].

Среди американок как европейского, так 
и африканского происхождения полиморфизм 
был связан с РМЖ и рисковым являлся аллель 
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Дорожки - 1, 2 гомозиготы по аллелю G (генготип GG),  

дорожки 3, 7, 8, 9– гетерозиготы (генотип AG), дорожки - 4, 5, 6 – гомозиготы по аллелю А (генотип АА),  
М – маркер молекулярной массы 

 
Рисунок 1 – Электрофореграмма продуктов рестрикции амплифицированного фрагмента  

rs1219648 гена FGFR2 
 
 

Таблица 1 – Распределение генотипов и частоты аллелей полиморфизма rs1219648 гена FGFR2 в 
казахской этнической группе 

 

Аллели/ 
генотипы 

Частота встречаемости 
OR CI (95%) χ2 P Пациенты РМЖ  

n = 310 
Контроль  

n = 187 
А 0.612 0.607 0.97 0.75 – 1.26 0.05 0.83 G 0.424 0.393 1.03 0.79 – 1.34 

AA 0.358 0.364 0.98 0.67 – 1.42 
0.06 0.97 AG 0.484 0.487 0.99 0.69 – 1.42 

GG 0.158 0.153 1.07 0.64 – 1.77 
 
 

Таблица 2 – Распределение генотипов и частоты аллелей полиморфизма rs1219648 гена FGFR2 в русской 
этнической группе 

  

Аллели/ 
генотипы 

Частота встречаемости 
OR CI (95%) χ2 P Пациенты, 

n = 183 
Контроль,  

n = 170 
А 0.634 0.641 0.97 0.71 – 1.32 0.04 0.84 G 0.366 0.359 1.03 0.76 – 1.40 

AA 0.361 0.412 0.81 0.52 – 1.24 
3.00 0.22 AG 0.546 0.459 1.42 0.93 – 2.16 

GG 0.093 0.129 0.69 0.35 – 1.35 
Примечание. р – достоверность различий показателей по сравнению с их значениями у здоровых доноров; χ2 – 

стандартный критерий Пирсона для сравнения частот генотипов и аллелей генов; OR – отношение шансов, отражающее 
относительный риск развития заболевания при определенном генотипе по сравнению со здоровыми донорами с 95% 
доверительным интервалом (CI). 
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