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Streszczenie

Wstęp: Rak piersi jest główną przyczyną śmierci kobiet na świecie. Podwójne pęknięcia DNA powodują nie-
stabilność genomu, co prowadzi do nowotworów; są naprawiane przez dwa szlaki – rekombinację homologiczną 
i niehomologiczną. Nie wiadomo, jaką rolę odgrywają one w raku piersi. 

Materiał i metody: W pracy badano rozkład genotypów i częstości alleli polimorfizmu A46922G genu Ku70 
oraz polimorfizmu A6008G (Ile591Val) genu Ligaza IV u kobiet z rakiem piersi. Analiza polimorfizmów została 
przeprowadzona z zastosowaniem metody PCR-RFLP u 135 chorych na raka piersi.

Wyniki: Rozkład genotypów polimorfizmu A46922G genu Ku70 u pacjentów różnił się znacząco (p < 0,05) od 
rozkładu przewidywanego przez prawo Hardy’ego-Weinberga. Stwierdzono znaczące różnice w częstości alleli 
między grupą z rakiem piersi a grupą kontrolną (p < 0,05). Jednakże rozkład genotypów polimorfizmu A6008G 
genu Ligazy IV nie różnił się znacząco między pacjentami a grupą kontrolą (p > 0,05) i nie odbiegał od prawa 
Hardy’ego-Weinberga. 

Wnioski: Wyniki sugerują, że polimorfizm A46922G genu Ku70 może być związany z rakiem piersi u kobiet 
w wieku pomenopauzalnym z regionu łódzkiego.

Słowa kluczowe: Ku70, Ligaza IV, NHEJ, rak piersi, polimorfizm genetyczny.

Summary

Aim: Breast cancer is one of the major killers worldwide. Aberrant double-stranded break (DSB) repair leads 
to genomic instability, which is a hallmark of malignant cells. Double-stranded breaks are repaired by two pa-
thways: homologous recombination (HR) and nonhomologous DNA end joining (NHEJ). It is not known whether 
these repair pathways are affected in sporadic breast tumours. 

Material and methods: In the present work the distribution of genotypes and frequency of alleles of the 
Ku70 gene, A46922G polymorphism and Ligase IV, A6008G (Ile591Val) polymorphism in breast cancer women 
were investigated. The genetic polymorphisms analysis was performed using a PCR-RFLP method in 135 sporadic 
breast cancer cases.

Results: The distribution of the genotypes of the A46922G polymorphism of the Ku70 gene in patients 
differed significantly (p < 0.05) from those predicted by the Hardy-Weinberg equilibrium. There were significant 
differences in the frequencies of alleles between the breast cancer subjects and controls (p < 0.05). However, 
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Wstêp

Rak piersi dotyka co dziesiątą kobietę w  krajach 
uprzemysłowionych i  jest główną przyczyną śmierci 
żeńskiej części populacji. Zmiany w  obrębie genomu, 
takie jak translokacje, delecje i  duplikacje, są częste 
w komórkach rakowych, szczególnie w komórkach raka 
piersi [1–6]. Zmiany w genomie spowodowane są zabu-
rzeniami w  naprawie DNA przede wszystkim pęknięć 
dwuniciowych (double-strand breaks – DSB). 

Podwójne pęknięcia DNA są dla komórki śmiertelne 
w największym stopniu ze wszystkich uszkodzeń DNA. Je-
żeli nie nastąpi ich naprawa, dochodzi do utraty fragmen-
tów chromosomów. Kumulowane DSB powodują destabi-
lizację genomu, zmiany w transkrypcji genów, a co za tym 
idzie – rozwój nowotworów [7, 8]. Pęknięcia dwuniciowe 
są naprawiane przez dwa mechanizmy – rekombinację 
homologiczną (homologous recombination – HR) i nieho-
mologiczną (nonhomologous end joining – NHEJ) [9, 10]. 

Szlak naprawy przez rekombinację homologiczną 
umożliwia usunięcie uszkodzenia, jednocześnie zapew-
niając dużą wierność odtwarzania pierwotnej sekwencji 
zmodyfikowanego DNA. Jako matryca w naprawie uszko-
dzonego chromosomu wykorzystywana jest cząsteczka 
DNA cechująca się homologią sekwencyjną. Zwykle sta-
nowi ją nieuszkodzony homolog tego chromosomu. Szlak 
naprawy DNA przez NHEJ umożliwia połączenie pęknię-
tych nici, nie wymagając istnienia homologii między nimi, 
system ten cechuje się więc małą wiernością odtwarzania 
sekwencji wyjściowej. Pomimo to może on stanowić głów-
ny szlak naprawy DSB w komórkach ssaków. 

Pierwszy etap NHEJ związany jest z przyłączeniem 
do uszkodzonego DNA heterodimeru składającego się 
z białek Ku70 (kodowanego przez XRCC6) i Ku80 (kodo-
wanego przez XRCC5). Białka Ku, DNA-PK oraz XRCC4 
przyczyniają się do zbliżenia do siebie końców pęk-
niętych cząsteczek [11]. Związany z  końcami nici DNA 
kompleks XRCC4‑Ligaza IV dokonuje ligacji pękniętych 
cząsteczek, co stanowi ostatni etap NHEJ [10]. 

Ponieważ polimorfizm pojedynczych nukleotydów 
(single nucleotide polymorphism – SNP) jest bardzo czę-
sty w ludzkim genomie [12], w pracy wybrano SNP w ge-
nach szlaku naprawy NHEJ, takich jak Ku70 i Ligaza IV do 
określenia ich wpływu na rozwój raka piersi.

Cel pracy

Celem badań było określenie związku między poli-
morfizmem A46922G genu Ku70 oraz polimorfizmem 

A6008G (Ile591Val) genu Ligazy IV a ryzykiem raka pier-
si u kobiet po menopauzie.

Materia³y i metody

Pacjentki

Pobrano krew od 135 kobiet w wieku pomenopauzal-
nym chorych na raka piersi, u których stwierdzono brak 
(n = 55) lub obecność przerzutów (n = 80) do okolicznych 
węzłów chłonnych. Pacjentki były w  wieku 43–82 lat  
(średnia wieku 58 lat). Średni rozmiar guza wynosił  
20 mm (17–32 mm). Wszystkie nowotwory zostały skla-
syfikowane wg skali Scarfa-Blooma-Richardsona. Było  
31 (23,0%) nowotworów stopnia I, 81 (60,7%) stopnia II  
i 23 (16,3%) stopnia III. W badaniu kontrolnym zastoso-
wano krew osób, u których nie stwierdzono choroby no-
wotworowej (n = 60). 

Genotypowanie

DNA do badań izolowano z zastosowaniem komer-
cyjnie dostępnego zestawu DNA Mini Kit (Qiagen). Ge-
notypowanie w grupie badanej i kontrolnej wybranych 
polimorfizmów zostało przeprowadzone z wykorzysta-
niem techniki PCR-RFLP. 

Mieszanina reakcyjna (25 µl) obejmowała: 60 ng 
DNA (2 µl), 0,2 µM startery (0,5 µl każdego), 50 µM dNTP 
(deoksynukleotydotrifosforany) (2,5 µl), 2,5 µl buforu  
10 × Taq, 1 U polimerazy Taq (Qiagen, Germany) (2,5 µl). 
Reakcję prowadzono w  termocyklerze GeneAmp PCR 
system 9700 (Applied Biosystems).

Analiza statystyczna

Analizę statystyczną uzyskanych wyników przepro-
wadzano, stosując program komputerowy STATISTICA 
w wersji 5.0 (StatSoft, Inc.). Wynik uznawano za istotny 
statystycznie przy poziomie istotności p < 0,05. Analiza 
statystyczna rozkładu genotypów oraz alleli w  grupie 
badanej i  kontrolnej przeprowadzona została po wcze-
śniejszym potwierdzeniu, że otrzymane układy pozostają 
w stanie równowagi wg reguły Hardy’ego-Weinberga. 

Wyniki

W  tabeli I  przedstawiono rozkład genotypów po-
limorfizmu genu Ku70 w grupie chorych na raka piersi 

the distribution of the genotypes of the A6008G polymorphism of Ligase IV in both control and patients did not 
differ significantly (p > 0.05) from those predicted by the Hardy-Weinberg distribution. 

Conclusion: The results support the hypothesis that the A46922G polymorphism of the Ku70 gene may be 
associated with the incidence of breast cancer in postmenopausal women from the Łódź region of Poland.

Key words: Ku70, Ligase IV, NHEJ, breast cancer, gene polymorphism.
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i kontrolnej. Stwierdzono statystycznie znaczące różnice 
(p < 0,05) pomiędzy badanymi grupami. Częstości alleli 
G i A wynosiły 0,65/0,35 w grupie badanej, a 0,54/0,46 
w grupie kontrolnej. U pacjentów częstości genotypów 
G/G, G/A i A/A różniły się znacząco (p < 0,05) od rozkładu 
przewidywanego przez prawo Hardy’ego-Weinberga. 

Rozkład genotypów A/A, A/G i  G/G polimorfizmu 
genu Ligaza IV, podobnie jak częstości alleli A i G, przed-
stawiono w  tabeli II. Nie stwierdzono statystycznie 
istotnych różnic (p > 0,05) między badanymi grupami.

Zależność rozkładu genotypów i  częstości alleli od 
stopnia zaawansowania nowotworu wg skali Scarfa- 

-Blooma-Richardsona przedstawiono w tabelach III i IV. 
Nie stwierdzono statystycznie istotnych różnic między 
badanymi grupami (p > 0,05). Wszystkie rozkłady były 
zgodne z prawem Hardy’ego-Weinberga.

Dyskusja

DNA jest bardzo precyzyjną cząsteczką, która koduje 
informacje o składzie i funkcjonowaniu komórek. Uszko-
dzenia DNA mogą zatem prowadzić do zahamowania cy-
klu komórkowego, śmierci komórki lub mutacji. 

Tab. I. Rozkład genotypów A/A, G/A i G/G oraz częstości alleli 
A i G genu Ku70 u chorych na raka piersi (n = 135) i w grupie 
kontrolnej (n = 60) 

Pacjentki z rakiem piersi Kobiety z grupy kontrolnej

liczba częstość liczba częstość

G/G 70 0,52 15 0,25

G/A  35 0,26 35 0,58

A/A  30 0,22 10 0,17

χ2 25,15a 1,83b

G 175 0,65 65 0,54

A 95 0,35 55 0,46
ap < 0,05 w porównaniu z rozkładem Hardy’ego-Weinberga; bp > 0,05 w po-
równaniu z rozkładem Hardy’ego-Weinberga

Tab. IV. Rozkład genotypów i częstości alleli genu Ligazy IV u chorych o różnym stopniu zaawansowania raka piersi (n = 135)

Stopieńa

I  II III

liczba częstość liczba częstość liczba częstość

A/A 19 0,61 41 0,51 21 0,87

A/G 9 0,29 32 0,39 2 0,09

G/G 3 0,10 8 0,1 1 0,04

A  47 0,76 114 0,71 32 0,91

G 15 0,24 48 0,30 14 0,81

χ2 1,34b 0,22b 4,7b

awg skali Scarfa-Blooma-Richardsona; bp > 0,05 w porównaniu z rozkładem Hardy’ego-Weinberga

Tab. II. Rozkład genotypów A/A, A/G i G/G i częstości alleli A i G 
polimorfizmu genu Ligazy IV u chorych na raka piersi (n = 135) 
i w grupie kontrolnej (n = 60) 

Pacjentki z rakiem piersi Kobiety z grupy kontrolnej

liczba częstość liczba częstość

A/A 40 0,30 18 0,17

A/G 75 0,56 58 0,55

G/G 20 0,15 30 0,28

χ2 2,50a 1,261b

A  155 0,57 94 0,44

G 115 0,43 118 0,56
ap > 0,05 w porównaniu z rozkładem Hardy’ego-Weinberga; bp > 0,05 w po-
równaniu z grupą kontrolną

Tab. III. Rozkład genotypów i częstości alleli genu Ku70 u chorych z różnym stopniem zaawansowania raka piersi (n = 135)

Stopieńa

I  II III

liczba częstość liczba częstość liczba częstość

G/G 20 0,65 56 0,69 12 0,52

G/A  10 0,32 22 0,27 8 0,35

A/A  1 0,03 3 0,04 3 0,13

G 50 0,81 134 0,83 32 0,70

A  12 0,19 28 0,17 14 0,30

χ2 0,03b 0,20b 0,73b

awg skali Scarfa-Blooma-Richardsona; bp > 0,05 w porównaniu z rozkładem Hardy’ego-Weinberga
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W systemie naprawy NHEJ białka Ku70 i Ku80 wiążą 
się do podwójnych pęknięć DNA. Do tego procesu po-
trzebna jest aktywacja białkowej kinazy DNA (DNA-PK).  
Kinaza ta wymaga obecności XRCC4 oraz Ligazy IV 
(LIG4), aby mogło dojść do naprawy uszkodzenia. 

Zmiany w genach uczestniczących w naprawie po-
dwójnych pęknięć DNA mogą wpływać na zwiększoną 
szansę rozwoju raka piersi. Celem prezentowanych ba-
dań było określenie, czy warianty polimorficzne w wy-
branych genach NHEJ, takich jak Ku70 i  LIG4, mogą 
przyczyniać się do rozwoju raka piersi

Kuschel i wsp. sugerują, że warianty w genach XRCC2 
i LIG4 wpływają na ryzyko raka piersi wraz z warianta-
mi w genie XRCC3. Warianty polimorficzne genu XRCC2 
podwyższają natomiast LIG4 i zmniejszają ryzyko tego 
nowotworu [13].

Polimorfizm 1310C→G w genie Ku70 oraz polimor-
fizm 2099-2408G>A w genie Ku80 są czynnikami ryzyka 
raka piersi oraz chromosomalnej wrażliwości na radio-
terapię. Homozygotyczny wariant genotypu 1781G→T 
(Ku70) wydaje się pełnić funkcję ochronną przed roz-
wojem raka piersi [14].

Dane z  piśmiennictwa wskazują, że polimorfizmy 
SNPs w Ku70 i XRCC4 mogą być związane z  ryzykiem 
raka piersi [15]. 

Fu i wsp. określili 30 SNP w 5 genach NHEJ (Ku70, 
Ku80, DNA-PKcs, Ligaza IV i XRCC4) we wczesnym raku 
piersi. Dwa SNP – w Ku70 i XRCC4 – korelowały z ryzy-
kiem raka piersi [16].

U kobiet w wieku przedmenopauzalnym cztery wa-
rianty pozostają w związku z rakiem piersi – dwa w ge-
nie XPF i dwa w genie XRCC3 [17].

W  prezentowanej pracy nie znaleziono związku 
między występowaniem raka piersi a  polimorfizmem 
genu LIG4 u polskich kobiet. Jednakże stwierdzono sta-
tystycznie istotne różnice w  rozkładzie częstości alleli 
A  i G genu Ku70 między pacjentami a kontrolą grupą 
osób zdrowych (p < 0,05). Rozkład genotypów G/G, 
G/A  i  A/A  u  pacjentów różnił się od rozkładu przewi-
dywanego przez prawo Hardy’ego-Weinberga, z  nad- 
ekspresją homozygoty G/G. Jest możliwe, że obecność 
allelu G pozostaje w związku z  innymi niezidentyfiko-
wanymi jeszcze mutacjami zlokalizowanymi poza ko-
dującym regionem genu Ku70, co może być istotne dla 
stężenia białka Ku70 w osoczu.

Badania sugerują, że polimorfizm genu Ku70 może 
być związany z ryzykiem raka piersi u polskich kobiet, 
jednak aby potwierdzić to przypuszczenie, konieczne 
jest przeprowadzenie badań na większej populacji.
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