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Znaczenie polimorfizmu G/C genu RAD51 u kobiet z rakiem piersi 
w wieku pomenopauzalnym 

The significance of G/C polymorphism of the RAD51 gene in postmenopausal women with breast cancer
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SSttrreesszzcczzeenniiee  

CCeell  pprraaccyy::  Rak piersi jest jedną z głównych przyczyn śmierci kobiet na świecie. W prezentowanej pracy ba-
dano polimorfizm G/C genu RAD51 u chorych na raka piersi.

MMaatteerriiaałł  ii mmeettooddyy::  Krew do badań uzyskano od 100 kobiet chorych na raka piersi. Stopień zaawansowania
nowotworów we wszystkich przypadkach został określony wg skali Scarfa-Blooma-Richardsona. Jako kontrolę
zastosowano krew osób (n=106), u których nie stwierdzono występowania choroby nowotworowej. 

WWyynniikkii::  Rozkład genotypów polimorfizmu G/C w grupie badanej i kontrolnej nie różnił się znacząco od roz-
kładu zgodnego z prawem Hardy’ego-Weinberga (p>0,05). Nie stwierdzono statystycznie istotnych różnic w roz-
kładzie genotypów i częstości alleli pomiędzy pacjentkami z przerzutami i bez przerzutów do okolicznych węzłów
chłonnych. 

WWnniioosseekk::  Wyniki badań autorów wskazują, że polimorfizm G/C genu RAD51 może nie być bezpośrednio
związany z rozwojem raka piersi, jednakże dla potwierdzenia tego przypuszczenia konieczne są badania
z udziałem większej populacji chorych. 

SSłłoowwaa  kklluucczzoowwee:: RAD51, rak piersi, polimorfizm genowy

SSuummmmaarryy

OObbjjeeccttiivvee:: Breast cancer is one of the major killers worldwide. In this study the G/C polymorphism of the
RAD51 gene in women with breast cancer was investigated. 

MMaatteerriiaall  aanndd  mmeetthhooddss::  100 breast cancer women provided blood for mutation analysis. Blood samples from
age-matched healthy individuals (n=106) served as controls. The G/C polymorphism was determined by PCR-RFLP
methods. 

RReessuullttss::  The distribution of genotypes of the G/C polymorphism of RAD51 in both controls and patients did
not differ significantly (p>0.05) from those predicted by the Hardy-Weinberg distribution. There were no
significant differences in the genotype distributions and allele frequencies between node-positive and node-
negative patients. 

CCoonncclluussiioonn::  Our study implies that it is possible that the G/C polymorphism of the RAD51 gene may not be
directly involved in the development and/or progression of breast cancer, but further research, conducted on 
a larger population, is needed to clarify this point. 

KKeeyy  wwoorrddss::  RAD51, breast cancer, gene polymorphism
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WWssttêêpp

Rak piersi u kobiet występuje niezwykle często, a je-
go najgroźniejszą cechą jest zwiększone prawdopodo-
bieństwo wystąpienia przerzutów na inne organy. Prze-
bieg samej choroby jest różny i odmienny u każdej
pacjentki. U niektórych przerzuty mogą pojawić się
w miarę szybko od rozpoznania choroby, u innych no-
wotwór może rosnąć całe lata w uśpieniu. Nowotwór
piersi rzadko jest spotykany u kobiet przed 30. rokiem
życia, ale już po przekroczeniu tego wieku możliwość za-
chorowania na niego wzrasta lawinowo [1]. Wiele lat ob-
serwacji pozwoliło zauważyć, że rak piersi jest spotyka-
ny częściej w krajach rozwiniętych, ale trudno
jednoznacznie i definitywnie określić jego przyczyny.
Można się również pokusić o hipotezę, że takie wnioski
o występowaniu raka piersi w społeczeństwach rozwi-
niętych wynikają z ubogiej diagnostyki państw biedniej-
szych, przez co przedstawiane wyniki nie są miarodajne. 

Znanych jest obecnie wiele czynników prognostycz-
nych w raku piersi, m.in. typ histologiczny raka, rozmiar
guza, stan węzłów chłonnych pachowych, stopień złośli-
wości histologicznej, czy stopień proliferacji komórek ra-
kowych [2, 3]. Ich obecność wskazuje na złożoność proce-
su progresji tego nowotworu. Jest mało prawdopodobne,
aby analiza zaburzeń jakiegokolwiek jednego genu po-
zwoliła na wyjaśnienie wszystkich ważnych cech biolo-
gicznych nowotworu człowieka. Złośliwy fenotyp jest
prawdopodobnie odzwierciedleniem współdziałania pro-
duktów wielu genów i z ich obecności lub braku można
domyślać się cech biologicznych guza.

Mutacje w genach supresorowych BRCA1 (ang. breast
cancer susceptibility gene 1) i BRCA2 predysponują do roz-
woju raka piersi i jajnika. Białka kodowane przez te geny
uczestniczą w ważnych procesach komórkowych. Oba
białka w szczególności wpływają na naprawę DNA i regu-
lację transkrypcji w odpowiedzi na uszkodzenia DNA [4–6]. 

Białka BRCA1/2 oddziałują z wieloma innymi białka-
mi uczestniczącymi w naprawie DNA poprzez rekombi-
nację homologiczną, m.in. z produktem białkowym genu
RAD51 [7, 8]. Rekombinacja homologiczna jest efektyw-
nym i charakteryzującym się dużą wiernością szlakiem
naprawy pęknięć dwuniciowych, wykorzystującym
do odtworzenia struktury chromosomu jego nieuszko-
dzony homolog. RAD51 wiąże się z jednoniciowym DNA
powstającym na końcach podwójnego pęknięcia, co pro-
wadzi do oddziaływania na drugą homologiczną czą-
steczkę DNA i w wyniku dwóch crossing-over zostają re-
stytuowane dwa prawidłowe dupleksy DNA. BRCA2
poprzez oddziaływanie z RAD51 blokuje jego zdolność
do wiązania z jednoniciowym DNA, co jest istotne dla
procesów prawidłowej replikacji.

Gen RAD51 jest genem polimorficznym i ze względu
na jego wpływ na stabilność genomu i potencjalny zwią-
zek z kompleksem białek BRCA1/BRCA2, które zwiększa-
ją zdolność do rozwoju raka piersi, warto określić znacze-
nie polimorfizmów tego genu dla rozwoju nowotworu.

Dane literaturowe sugerują, że podstawienie guaniny
do cytozyny w pozycji 135 genu RAD51, tzw. polimorfizm
G/C, może być związane z ryzykiem raka piersi wśród
chorych z mutacjami w genie BRCA2 [9, 10].

CCeell  pprraaccyy

Celem pracy było określenie rozkładu genotypów
i częstości alleli polimorfizmu G/C genu RAD51 u kobiet
z rakiem piersi. 

MMaatteerriiaa³³  ii mmeettooddyy

PPaaccjjeennccii

W badaniach zastosowano krew uzyskaną od 100 ko-
biet z rakiem piersi typu przewodowego, u których
stwierdzono obecność (n=61) lub brak przerzutów
(n=39) do okolicznych węzłów chłonnych. U żadnej pa-
cjentki nie stwierdzono przerzutów odległych. Były one
w wieku 48–82 lat (średnia wieku 58 lat). Średni rozmiar
guza wynosił 20 mm (rozmiar 17–32 mm). Stopień za-
awansowania nowotworów został oceniony wg skali
Scarfa-Blooma-Richardsona. Badaniu poddano 20 nowo-
tworów I stopnia, 45 II stopnia i 35 III stopnia. Wśród 
pacjentek bez przerzutów 9 miało nowotwór I stopnia, 
16 – II, 14 – III; w przypadku chorych z przerzutami 11 – I,
29 – II, 21 – III. Grupę kontrolną stanowiły próbki krwi po-
brane od 106 dobranych wiekowo kobiet, u których nie
stwierdzono występowania raka piersi.

IIzzoollaaccjjaa  DDNNAA

DNA był izolowany z krwi z zastosowaniem komer-
cyjnie dostępnego zestawu QIAmp Kit (Qiagen GmbH,
Hilden, Germany) zgodnie z zaleceniami producenta.

AAnnaalliizzaa  ppoolliimmoorrffiizzmmuu  RRAADD5511

Polimorfizm G/C genu RAD51 był określany poprzez
reakcję PCR-RFLP ze starterami o następujących sekwen-
cjach: 5’ TGG GAA CTG CAA CTC ATC TGG 3’ i 5’ GCG CTC
CTC TCT CCA GCAG 3’. Reakcja PCR przeprowadzona by-
ła w termocyklerze Perkin-Elmer/Gene Amp, PCR System
2400 thermal cycler. Mieszanina reakcyjna (25 µl) obej-
mowała 5 ng genomowego DNA, 0,2 µmol każdego ze
starterów (ARK Scientific GmbH Biosystems, Darmstad,
Germany), 2,5 mM MgCl2, 1 mM dNTP i 1 U polimerazy
Taq (Qiagen GmbH, Hilden, Germany). Warunki reakcji
PCR były następujące: 94°C przez 60 s, 54°C przez 30 s
i 72°C przez 40 s, i obejmowały 35 cykli. Po trawieniu en-
zymem restrykcyjnym MvaI przez 4 godz. w 37°C amplifi-
kowane fragmenty DNA były rozdzielane w 7-procento-
wym żelu poliakryloamidowym i po barwieniu bromkiem
etydyny obserwowane w świetle UV. Każda próbka przy-
pisywana była do jednego z trzech genotypów: G/G, G/C
lub C/C.
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AAnnaalliizzaa  ssttaattyyssttyycczznnaa

Rejestrowana liczba każdego z genotypów była po-
równywana z liczbą oczekiwaną na podstawie prawa
Hardy’ego-Weinberga z użyciem testu χ2. Istotność róż-
nic pomiędzy częstościami alleli i genotypów dla po-
szczególnych grup oceniana była testem χ2; p<0,05 było
określane jako wynik statystycznie znaczący.

WWyynniikkii

W tab. I przedstawiono rozkład genotypów w grupie
chorych na raka piersi i w grupie kontrolnej. Oba rozkła-
dy nie różniły się znacząco (p>0,05) od rozkładu przewi-
dywanego przez prawo Hardy’ego-Weinberga. Nie
stwierdzono różnic w częstościach alleli G i C pomiędzy
badanymi chorymi i osobami z grupy kontrolnej. 

Rozkład genotypów polimorfizmu G/C RAD51 u cho-
rych z przerzutami i bez przerzutów do węzłów chłon-
nych zaprezentowano w tab. II. Nie stwierdzono staty-
stycznie istotnych różnic w rozkładzie genotypów
pomiędzy badanymi grupami (p>0,05). 

Nie zanotowano statystycznie istotnych różnic po-
między rozkładami genotypów w grupach o różnym
stopniu zaawansowania nowotworu a rozkładem przewi-

dywanym przez prawo Hardy’ego-Weinberga (p>0,05).
Nie stwierdzono różnic w częstościach alleli G i C pomię-
dzy badanymi grupami (p>0,05).

DDyysskkuussjjaa

W naprawie homologicznej DNA uczestniczy wiele
genów kodujących białka zaangażowane w naprawę po-
dwójnych pęknięć, m.in. RAD50, RAD52, RAD54 oraz 
RAD51. W pierwszym etapie naprawy poprzez rekombi-
nację homologiczną, po rozpoznaniu przez system na-
prawczy fragmentu DNA powstałego w wyniku pęknię-
cia dwuniciowego, jedna z jego nici jest trawiona przez
egzonukleazy do wytworzenia jednoniciowego odcinka
zawierającego wolny koniec 3’, który następnie jest łą-
czony z nieuszkodzonym chromosomem homologicz-
nym. Na podstawie informacji zawartej w nieuszkodzo-
nym DNA zostaje odtworzony przebieg naprawianej
cząsteczki. 

Wykryto związek pomiędzy transformacją nowotwo-
rową i wadliwą naprawą przez rekombinację homolo-
giczną w dziedzicznym raku piersi i jajnika w przypadku
genów BRCA1 i BRCA2 [6, 11]. Mechanizm ryzyka po-
wstawania raka piersi w wyniku działania RAD51 nie
jest jeszcze do końca poznany. Ludzki gen RAD51 jest
zlokalizowany na chromosomie 15q14-15, gdzie utrata
heterozygotyczności jest częsta w raku piersi [12, 13].
Wiadomo, że RAD51 razem z BRCA1/BRCA2 uczestniczy
w naprawie podwójnych pęknięć DNA [7]. 

Formowanie kompleksu BRCA1/BARD1/RAD51 na
uszkodzeniach replikującego DNA sugeruje, że białka te
umożliwiają zachowanie integralności genomu [6]. Biał-
ko BARD1 (ang. BRCA1-associated RING domain protein 1)
zostało zidentyfikowane jako białko oddziałujące z do-
meną RING BRCA1 [14, 15]. 

Za jądrową lokalizację RAD51 wydaje się odpowia-
dać białko BRCA2. W komórkach pozbawionych białka
BRCA2 obserwuje się akumulację aberracji chromoso-
mowych, co sugeruje kluczową rolę tego białka w proce-
sie naprawy podwójnych pęknięć [16, 17].

Stwierdzono, że polimorfizm G/C genu RAD51 w re-
gionie nieulegającym translacji (5’UTR) jest związany ze
zwiększoną zapadalnością na raka piersi wśród osób
z mutacjami w genie BRCA2 [18].

W świetle danych mówiących, że progresja raka
piersi może być związana z defektami w białku RAD51,
wydaje się ważne określenie korelacji pomiędzy polimor-
fizmem G/C tego genu a klinicznym statusem chorych
na raka piersi. Biologiczne znaczenie polimorfizmu G/C
RAD51 nie zostało jeszcze wyjaśnione i podlega dalszym
badaniom. Lokalizacja polimorfizmu w regionie 5’UTR ge-
nu wskazuje, że może on wpływać na stabilność mRNA
i proces translacji, powodując zmianę poziomu białka,
które działa w multikompleksie BRCA1/BRCA2/RAD51
w naprawie DNA. Ponieważ mutacje w genach BRCA1
i BRCA2 są bezpośrednio związane z rakiem piersi,

TTaabb..  IIII..  Rozkład genotypów G/G, G/C i C/C i częstości alleli G i C
u pacjentek z przerzutami (n=61) i bez przerzutów (n=39) do oko-
licznych węzłów chłonnych

PPaaccjjeennttkkii  zz  pprrzzeerrzzuuttaammii PPaaccjjeennttkkii  bbeezz  pprrzzeerrzzuuttóóww

GGeennoottyyppyy lliicczzbbaa cczzęęssttoośśćć lliicczzbbaa cczzęęssttoośśćć

G/G 17 0,28 14 0,36

G/C 24 0,39 16 0,41

C/C 20 0,33 9 0,23

χ2 2,732a 1,070a

allel G 58 0,48b 44 0,56

allel C 64 0,52b 34 0,44

ap>0,05 w porównaniu z rozkładem Hardy’ego Weinberga; 
bp>0,05 w porównaniu z grupą bez przerzutów

TTaabb..  II..  Rozkład genotypów G/G, G/C i C/C oraz częstości alleli G i C
u pacjentek z rakiem piersi (n=100) i w kontroli (n=106)

PPaaccjjeennttkkii  zz  rraakkiieemm  ppiieerrssii GGrruuppaa  kkoonnttrroollnnaa

GGeennoottyyppyy lliicczzbbaa cczzęęssttoośśćć lliicczzbbaa cczzęęssttoośśćć

G/G 31 0,31 21 0,20

G/C 40 0,40 48 0,44

C/C 29 0,29 37 0,35

χ2 3,987a 0,591a

allel G 102 0,51b 90 0,42

allel C 98 0,49b 122 0,58

ap>0,05 w porównaniu z rozkładem Hardy’ego Weinberga; 
bp>0,05 w porównaniu z grupą kontrolną
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zmienność genetyczna RAD51 może odgrywać rolę
w rozwoju tej choroby. W raku piersi utrata heterozygo-
tyczności RAD51 zachodzi w 32% przypadków [19], a re-
dukcja poziomu białka RAD51 u 30% pacjentów [20]. 

W prezentowanej pracy skoncentrowano się na anali-
zie polimorfizmu G/C RAD51 u chorych na raka piersi oraz
u osób, u których nie stwierdzono choroby nowotworo-
wej. Populacja chorych na nowotwór oraz grupa kontrol-
na były jednorodne pod względem płci oraz dobrane wie-
kowo. Nie wykazano związku pomiędzy polimorfizmem
G/C a występowaniem raka piersi. Nie stwierdzono zna-
czących różnic w rozkładzie genotypów pomiędzy pa-
cjentkami z przerzutami i bez przerzutów do okolicznych
węzłów chłonnych. Sugeruje to brak związku pomiędzy
polimorfizmem genu RAD51 a rozwojem raka piersi. De-
fekty białek zaangażowanych bezpośrednio w naprawę
DNA mają wpływ na zwiększoną podatność na nowotwo-
ry. W wielu typach komórek nowotworowych stwierdza
się takie defekty, z czym wiąże się zmniejszona zdolność
do naprawy uszkodzeń DNA. Wyniki sugerują, że polimor-
fizm G/C genu RAD51 może nie być bezpośrednio związa-
ny z występowaniem i rozwojem raka piersi, jednakże dla
potwierdzenia tego przypuszczenia konieczne są badania
z udziałem większej populacji. 
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