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Streszczenie

Wstep: Rak piersi jest gtéwna przyczyna smierci kobiet na Swiecie. Podwéjne pekniecia DNA powoduja nie-
stabilnos¢ genomu, co prowadzi do nowotwordéw; sa naprawiane przez dwa szlaki — rekombinacje homologiczna
i niehomologiczng. Nie wiadomo, jaka role odgrywaja one w raku piersi.

Materiat i metody: W pracy badano rozktad genotypéw i czestosci alleli polimorfizmu A46922G genu Ku70
oraz polimorfizmu A6008G (Ile591Val) genu Ligaza IV u kobiet z rakiem piersi. Analiza polimorfizméw zostata
przeprowadzona z zastosowaniem metody PCR-RFLP u 135 chorych na raka piersi.

Wyniki: Rozktad genotypéw polimorfizmu A46922G genu Ku70 u pacjentdw rdznit sie znaczaco (p < 0,05) od
rozktadu przewidywanego przez prawo Hardy’ego-Weinberga. Stwierdzono znaczace réznice w czestosci alleli
miedzy grupa z rakiem piersi a grupg kontrolna (p < 0,05). Jednakze rozktad genotypéw polimorfizmu A6008G
genu Ligazy IV nie rdznit sie znaczaco miedzy pacjentami a grupa kontrolg (p > 0,05) i nie odbiegat od prawa
Hardy’ego-Weinberga.

Whioski: Wyniki sugeruja, ze polimorfizm A46922G genu Ku70 moze by¢ zwiazany z rakiem piersi u kobiet
w wieku pomenopauzalnym z regionu t6dzkiego.

Stowa 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 1V, A6008G (lle591Val) 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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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 £6dz region of Poland.

Key words: Ku70, Ligase 1V, NHEJ, breast cancer, gene polymorphism.

Wstep

Rak piersi dotyka co dziesigta kobiete w krajach
uprzemystowionych i jest gtéwna przyczyng Smierci
zenskiej czesci populacji. Zmiany w obrebie genomu,
takie jak translokacje, delecje i duplikacje, sa czeste
w komorkach rakowych, szczegblnie w komérkach raka
piersi [1-6]. Zmiany w genomie spowodowane sg zabu-
rzeniami w naprawie DNA przede wszystkim peknie¢
dwuniciowych (double-strand breaks — DSB).

Podwdjne pekniecia DNA s3 dla komorki Smiertelne
w najwiekszym stopniu ze wszystkich uszkodzeh DNA. Je-
Zeli nie nastapi ich naprawa, dochodzi do utraty fragmen-
téw chromosoméw. Kumulowane DSB powoduja destabi-
lizacje genomu, zmiany w transkrypcji genéw, a co za tym
idzie — rozwdj nowotwordw [7, 8]. Pekniecia dwuniciowe
s3 naprawiane przez dwa mechanizmy — rekombinacje
homologiczng (homologous recombination — HR) i nieho-
mologiczng (nonhomologous end joining — NHEJ) [9, 10].

Szlak naprawy przez rekombinacje homologiczng
umozliwia usuniecie uszkodzenia, jednoczesnie zapew-
niajac duza wiernos¢ odtwarzania pierwotnej sekwencji
zmodyfikowanego DNA. Jako matryca w naprawie uszko-
dzonego chromosomu wykorzystywana jest czasteczka
DNA cechujaca sie homologia sekwencyjna. Zwykle sta-
nowi ja nieuszkodzony homolog tego chromosomu. Szlak
naprawy DNA przez NHE) umozliwia potaczenie peknie-
tych nici, nie wymagajac istnienia homologii miedzy nimi,
system ten cechuje sie wiec mata wiernoscia odtwarzania
sekwencji wyjsciowej. Pomimo to moze on stanowi¢ gtow-
ny szlak naprawy DSB w komérkach ssakdw.

Pierwszy etap NHEJ zwigzany jest z przytaczeniem
do uszkodzonego DNA heterodimeru sktadajacego sie
z biatek Ku70 (kodowanego przez XRCC6) i Ku80 (kodo-
wanego przez XRCC5). Biatka Ku, DNA-PK oraz XRCC4
przyczyniaja sie do zblizenia do siebie koncow pek-
nietych czasteczek [11]. Zwigzany z koncami nici DNA
kompleks XRCC4-Ligaza IV dokonuje ligacji peknietych
czasteczek, co stanowi ostatni etap NHEJ [10].

Poniewaz polimorfizm pojedynczych nukleotydow
(single nucleotide polymorphism — SNP) jest bardzo cze-
sty w ludzkim genomie [12], w pracy wybrano SNP w ge-
nach szlaku naprawy NHEJ, takich jak Ku70i Ligaza IV do
okreslenia ich wptywu na rozwoj raka piersi.

Cel pracy

Celem badan byto okreslenie zwigzku miedzy poli-
morfizmem A46922G genu Ku70 oraz polimorfizmem

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

Materiatly i metody
Pacjentki

Pobrano krew od 135 kobiet w wieku pomenopauzal-
nym chorych na raka piersi, u ktérych stwierdzono brak
(n = 55) lub obecnos¢ przerzutéow (n = 80) do okolicznych
weztéw chtonnych. Pacjentki byty w wieku 43-82 lat
(srednia wieku 58 lat). Sredni rozmiar guza wynosit
20 mm (17-32 mm). Wszystkie nowotwory zostaty skla-
syfikowane wg skali Scarfa-Blooma-Richardsona. Byto
31 (23,0%) nowotworéw stopnia I, 81 (60,7%) stopnia Il
i 23 (16,3%) stopnia lll. W badaniu kontrolnym zastoso-
wano krew 0séb, u ktérych nie stwierdzono choroby no-
wotworowej (n = 60).

Genotypowanie

DNA do badar izolowano z zastosowaniem komer-
cyjnie dostepnego zestawu DNA Mini Kit (Qiagen). Ge-
notypowanie w grupie badanej i kontrolnej wybranych
polimorfizméw zostato przeprowadzone z wykorzysta-
niem techniki PCR-RFLP

Mieszanina reakcyjna (25 ul) obejmowata: 60 ng
DNA (2 ul), 0,2 uM startery (0,5 ul kazdego), 50 pM dNTP
(deoksynukleotydotrifosforany) (2,5 ul), 2,5 ul buforu
10 x Tag, 1 U polimerazy Taq (Qiagen, Germany) (2,5 pl).
Reakcje prowadzono w termocyklerze GeneAmp PCR
system 9700 (Applied Biosystems).

Andliza statystyczna

Analize statystyczng uzyskanych wynikéw przepro-
wadzano, stosujac program komputerowy STATISTICA
w wersji 5.0 (StatSoft, Inc.). Wynik uznawano za istotny
statystycznie przy poziomie istotnosci p < 0,05. Analiza
statystyczna rozktadu genotypéw oraz alleli w grupie
badanej i kontrolnej przeprowadzona zostata po wcze-
Sniejszym potwierdzeniu, ze otrzymane uktady pozostaja
w stanie rownowagi wg reguty Hardy’ego-Weinberga.

Wyniki

W tabeli | przedstawiono rozktad genotypdéw po-
limorfizmu genu Ku70 w grupie chorych na raka piersi
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i kontrolnej. Stwierdzono statystycznie znaczace réznice
(p < 0,05) pomiedzy badanymi grupami. Czestosci alleli
G i A wynosity 0,65/0,35 w grupie badanej, a 0,54/0,46
w grupie kontrolnej. U pacjentow czestosci genotypéw
G/G, G/A i A/A réznity sie znaczgco (p < 0,05) od rozktadu
przewidywanego przez prawo Hardy’ego-Weinberga.
Rozktad genotypéw A/A, A/G i G/G polimorfizmu
genu Ligaza 1V, podobnie jak czestosci alleli Ai G, przed-
stawiono w tabeli Il. Nie stwierdzono statystycznie
istotnych réznic (p > 0,05) miedzy badanymi grupami.
Zaleznos¢ rozktadu genotypdw i czestosci alleli od
stopnia zaawansowania nowotworu wg skali Scarfa-

Tab. I. Rozktad genotypéw A/A, G/A'i G/G oraz czestosci alleli
A'i G genu Ku70 u chorych na raka piersi (n = 135) i w grupie
kontrolnej (n = 60)

-Blooma-Richardsona przedstawiono w tabelach 11l i IV.
Nie stwierdzono statystycznie istotnych r6znic miedzy
badanymi grupami (p > 0,05). Wszystkie rozktady byty
zgodne z prawem Hardy’ego-Weinberga.

Dyskusja

DNA jest bardzo precyzyjna czasteczka, ktéra koduje
informacje o sktadzie i funkcjonowaniu komérek. Uszko-
dzenia DNA moga zatem prowadzi¢ do zahamowania cy-
klu komérkowego, Smierci komérki lub mutacji.

Tab. Il. Rozktad genotypow A/A, A/G i G/G i czestosci alleli A 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

Pacjentki z rakiem piersi  Kobiety z grupy kontrolnej

liczba czestosc liczba czestos¢ liczba czestosc liczba czestos¢
G/G 70 0,52 15 0,25 A/A 40 0,30 18 0,17
G/A 35 0,26 35 0,58 A/G 75 0,56 58 0,55
A/A 30 0,22 10 0,17 G/G 20 0,15 30 0,28
% 25,152 1,83° %’ 2,507 1,261°
G 175 0,65 65 0,54 A 155 0,57 94 0,44
A 95 0,35 55 0,46 G 115 0,43 118 0,56

p < 0,05 w poréwnaniu z rozktadem Hardy’ego-Weinberga; *p > 0,05 w po-
réwnaniu z rozktadem Hardy’ego-Weinberga

p > 0,05 w poréwnaniu z rozktadem Hardy’ego-Weinberga; *p > 0,05 w po-
réwnaniu z grupq kontrolng

Tab. I1I. Rozktad genotypow i czestosci alleli genu Ku70 u chorych z réznym stopniem zaawansowania raka piersi (n = 135)

Stopien?
| 1 1l
liczba czestosc liczba czestosc liczba czestosc
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
%2 0,03° 0,20° 0,73°

wg skali Scarfa-Blooma-Richardsona; *p > 0,05 w poréwnaniu z rozktadem Hardy’ego-Weinberga

Tab. IV. Rozktad genotypow i czestosci alleli genu Ligazy IV u chorych o réznym stopniu zaawansowania raka piersi (n = 135)

Stopien?
| Il n
liczba czestosc liczba czestosc liczba czestosc
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
%’ 1,34° 0,22° 4,7°

“wg skali Scarfa-Blooma-Richardsona; *p > 0,05 w poréwnaniu z rozktadem Hardy’ego-Weinberga
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W systemie naprawy NHEJ biatka Ku70 i Ku80 wiaza
sie do podwdjnych peknie¢ DNA. Do tego procesu po-
trzebna jest aktywacja biatkowej kinazy DNA (DNA-PK).
Kinaza ta wymaga obecnosci XRCC4 oraz Lligazy IV
(LIG4), aby mogto dojs¢ do naprawy uszkodzenia.

Zmiany w genach uczestniczacych w naprawie po-
dwoéjnych peknie¢ DNA moga wptywaé na zwiekszong
szanse rozwoju raka piersi. Celem prezentowanych ba-
dan byto okreslenie, czy warianty polimorficzne w wy-
branych genach NHEJ, takich jak Ku70 i LIG4, moga
przyczyniac sie do rozwoju raka piersi

Kuscheliwsp. sugeruja, ze warianty w genach XRCC2
i LIG4 wptywaja na ryzyko raka piersi wraz z warianta-
mi w genie XRCC3. Warianty polimorficzne genu XRCC2
podwyzszaja natomiast L/G4 i zmniejszaja ryzyko tego
nowotworu [13].

Polimorfizm 1310C—G w genie Ku70 oraz polimor-
fizm 2099-2408G>A w genie Ku80 sg czynnikami ryzyka
raka piersi oraz chromosomalnej wrazliwosci na radio-
terapie. Homozygotyczny wariant genotypu 1781G—T
(Ku70) wydaje sie petni¢ funkcje ochronna przed roz-
wojem raka piersi [14].

Dane z pisSmiennictwa wskazuja, ze polimorfizmy
SNPs w Ku70 i XRCC4 moga by¢ zwigzane z ryzykiem
raka piersi [15].

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

U kobiet w wieku przedmenopauzalnym cztery wa-
rianty pozostaja w zwigzku z rakiem piersi — dwa w ge-
nie XPF i dwa w genie XRCC3 [17].

W prezentowanej pracy nie znaleziono zwiazku
miedzy wystepowaniem raka piersi a polimorfizmem
genu L/G4 u polskich kobiet. Jednakze stwierdzono sta-
tystycznie istotne réznice w rozktadzie czestosci alleli
A i G genu Ku70 miedzy pacjentami a kontrolg grupa
0s6b zdrowych (p < 0,05). Rozktad genotypéw G/G,
G/A i A/A u pacjentéw réznit sie od rozktadu przewi-
dywanego przez prawo Hardy’ego-Weinberga, z nad-
ekspresjg homozygoty G/G. Jest mozliwe, ze obecnosé
allelu G pozostaje w zwigzku z innymi niezidentyfiko-
wanymi jeszcze mutacjami zlokalizowanymi poza ko-
dujacym regionem genu Ku70, co moze by¢ istotne dla
stezenia biatka Ku70 w osoczu.

Badania sugeruja, ze polimorfizm genu Ku70 moze
by¢ zwigzany z ryzykiem raka piersi u polskich kobiet,
jednak aby potwierdzi¢ to przypuszczenie, konieczne
jest przeprowadzenie badan na wiekszej populacji.
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