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Ýóêàðèîòè÷åñêèé áåëîê RAD51, ñòðóêòóðíûé è ôóíêöèîíàëüíûé ãîìîëîã áàêòåðèàëüíîãî áåëêà
RecA, èãðàåò îñíîâíóþ ðîëü â ìèòîòè÷åñêîé è ìåéîòè÷åñêîé ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè. Â äàííîì èñ-
ñëåäîâàíèè, èñïîëüçóÿ âðåìåííîå âûêëþ÷åíèå ãåíà Rad51 ñ ïîìîùüþ èíòåðôåðèðóþùèõ êîðîòêèõ ìî-
ëåêóë ÐÍÊ, ìû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî ñíèæåíèå óðîâíÿ áåëêà RAD51 íåãàòèâíî âëèÿåò íà âûæè-
âàåìîñòü è ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü áîëüøèíñòâà èññëåäîâàííûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð. Àíàëèç èçìå-
íåíèé, ïðîèñõîäÿùèõ â êëåòî÷íîì öèêëå âî âðåìÿ ïîäàâëåíèÿ ýêñïðåññèè ãåíà Rad51, ïîêàçàë, ÷òî
÷óâñòâèòåëüíûå êëåòêè çàäåðæèâàþòñÿ â ïðîõîæäåíèè S-ôàçû êëåòî÷íîãî öèêëà è íàêàïëèâàþòñÿ â ôà-
çàõ S è G2. Ïîëó÷åííûå äàííûå â öåëîì äåìîíñòðèðóþò, ÷òî íàðóøåíèå íîðìàëüíîãî ôóíêöèîíèðîâà-
íèÿ ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè ìîæåò ïðèâîäèòü ê ãèáåëè êëåòîê. Â òî æå âðåìÿ îáíàðóæåííîå ÿâëå-
íèå íå óíèâåðñàëüíî, è íåêîòîðûå êëåòî÷íûå ëèíèè, â ÷àñòíîñòè MCF-7, îêàçûâàþòñÿ óñòîé÷èâûìè ê
ïîäàâëåíèþ ýêñïðåññèè ãåíà Rad51.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ãîìîëîãè÷íàÿ ðåêîìáèíàöèÿ, RAD51, ðåïàðàöèÿ ÄÍÊ, êëåòî÷íûé öèêë.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: siPHK — êîðîòêàÿ èíòåðôåðåíöèîííàÿ ÐÍÊ; àíòèRAD51-siPHK — êî-
ðîòêèå èíòåðôåðèðóþùèå ìîëåêóëû ÐÍÊ, ïîäàâëÿþùèå ýêñïðåññèþ ãåíà Rad51; ÈÔÀ — èììóíî-
ôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç; ÔÊ× — ôèáðîáëàñòû êîæè ÷åëîâåêà; ÔËÝ× — ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû
ëåãêîãî ÷åëîâåêà.

Ñòàáèëüíîñòü ãåíîìà ÿâëÿåòñÿ ñóùåñòâåííûì óñëîâè-
åì æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòêè. Ñèñòåìà ãîìîëîãè÷íîé ðå-
êîìáèíàöèè — îäíà èç ìíîãî÷èñëåííûõ ñèñòåì ïîä-
äåðæàíèÿ ñòàáèëüíîñòè ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà êëåòîê
ìëåêîïèòàþùèõ. Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè îïðåäåëåíî íå-
ñêîëüêî ïðîöåññîâ, ó÷àñòèå â êîòîðûõ ãîìîëîãè÷íîé ðå-
êîìáèíàöèè ïîòåíöèàëüíî çíà÷èìî äëÿ æèçíåäåÿòåëüíî-
ñòè ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê. Ýòî ðåïàðàöèÿ äâóõíèòåâûõ
ðàçðûâîâ è íåêîòîðûõ äðóãèõ ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ, âîçíè-
êàþùèõ ñïîíòàííî èëè ïîä äåéñòâèåì ïîâðåæäàþùèõ
àãåíòîâ (Liang et al., 1998; Johnson, Jasin, 2001), à òàêæå
ïðåîäîëåíèå ïðîáëåì, âîçíèêàþùèõ ïðè ïðîõîæäåíèè
ðåïëèêàòèâíîé âèëêè, ñâÿçàííûõ ñ åå çàäåðæêîé èëè êîë-
ëàïñîì (Cox et al., 2000; McGlynn, Lloyd, 2002).

Î÷åâèäíî, ÷òî çíà÷åíèå ýòîé ñèñòåìû äîëæíî áûòü
îñîáåííî ñóùåñòâåííî â ñèòóàöèÿõ, êîãäà êëåòêè ïîäâåð-
ãàþòñÿ íåáëàãîïðèÿòíûì âîçäåéñòâèÿì, çàòðàãèâàþùèì
ñòàáèëüíîñòü ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà è íîðìàëüíîå òå-
÷åíèå ïðîöåññà ðåïëèêàöèè. Îäíàêî ïðè îòñóòñòâèè
âíåøíèõ ïîâðåæäàþùèõ âîçäåéñòâèé íåîáõîäèìîñòü ýô-
ôåêòèâíîé ðàáîòû ñèñòåìû ãîìîëîãè÷íîé ðåïàðàöèè äëÿ
æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòêè íå êàæåòñÿ î÷åâèäíîé. Áîëåå
òîãî, äî ïîñëåäíåãî âðåìåíè ãîìîëîãè÷íàÿ ðåêîìáèíàöèÿ
â ñîìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ ñ÷èòàëàñü ìàëî-
ýôôåêòèâíîé è èãðàþùåé âòîðîñòåïåííóþ ðîëü. Âî ìíî-
ãîì ýòî îñíîâàíî íà òîì, ÷òî â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ, â

îòëè÷èå îò ìíîãèõ äðóãèõ êëåòîê, ðåïàðàöèÿ äâóõíèòå-
âûõ ðàçðûâîâ îñóùåñòâëÿåòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî çà ñ÷åò
íåãîìîëîãè÷íîãî ñøèâàíèÿ. Êðîìå òîãî, ðåêîìáèíàöèÿ
ìåæäó âíåõðîìîñîìíîé è õðîìîñîìíîé ÄÍÊ, ïðèìåíÿå-
ìàÿ â ïðîöåäóðå íîêàóòà ãåíîâ, ðàäèêàëüíî ìåíåå ýôôåê-
òèâíà ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè äðîææåé èëè äðîçîôèëû
(Weaver et al., 1995; Kanaar et al., 1998; Takata et al., 1998).
Îäíàêî â ðÿäå ðàáîò áûëî ïîêàçàíî, ÷òî íàðóøåíèå ãîìî-
ëîãè÷íîé ðåïàðàöèè çà ñ÷åò âûêëþ÷åíèÿ ôóíêöèè ãåíà
Rad51 è åãî ïàðàëîãîâ ìîæåò ïðåðûâàòü ðàçâèòèå ìûøè-
íûõ ýìáðèîíîâ (Lim, Hasty, 1996; Tsuzuki et al., 1996; Pit-
tman, Schimenti, 2000), à òàêæå ñóùåñòâåííî ïîâûøàòü
÷óâñòâèòåëüíîñòü ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ ê
äåéñòâèþ ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèõ àãåíòîâ (Piece et al., 2001;
Slupianek et al., 2001; Takata et al., 2001; Thompson, Schild,
2002). Òàêèì îáðàçîì, èìåþùååñÿ ìíîãîîáðàçèå äàííûõ
íå äàåò îïðåäåëåííîãî îòâåòà íà âîïðîñ î ðîëè ñèñòåìû
ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè è åå êîìïîíåíòîâ â ïîääåð-
æàíèè æèçíåñïîñîáíîñòè ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê ìëåêîïè-
òàþùèõ.

Äëÿ ïðîÿñíåíèÿ ýòîãî âîïðîñà ìû èçó÷èëè âëèÿíèå
âðåìåííîãî âûêëþ÷åíèÿ ýêñïðåññèè êëþ÷åâîãî ãåíà ãî-
ìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè Rad51 çà ñ÷åò èíòåðôåðåíöèè
ñ êîðîòêîé èíòåðôåðåíöèîííîé ÐÍÊ (siÐÍÊ) íà æèçíå-
ñïîñîáíîñòü ðÿäà êëåòî÷íûõ ëèíèé è ñïîñîáíîñòü ïðî-
õîæäåíèÿ èìè êëåòî÷íîãî öèêëà.
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Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ê ó ë ü ò ó ð û, ó ñ ë î â è ÿ ê ó ë ü ò è â è ð î -
â à í è ÿ è à í à ë è ç ï à ð à ì å ò ð î â ê ë å ò î ÷ í î ã î ö è ê ë à.
Ïåðåâèâàåìûå êóëüòóðû êëåòîê ÷åëîâåêà HeLa (àäåíîêàð-
öèíîìà øåéêè ìàòêè), MCF-7 (àäåíîêàðöèíîìà ìîëî÷íîé
æåëåçû), HT1080 (ôèáðîñàðêîìà), ECV (òðàíñôîðìèðî-
âàííûå êëåòêè ýíäîòåëèÿ), GM08632 (êîæíûå ôèáðîáëà-
ñòû, òðàíñôîðìèðîâàííûå âèðóñîì SV40), Mg63 (îñòåî-
ñàðêîìà), à òàêæå ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû ëåãêîãî
(ÔËÝ×) è ôèáðîáëàñòû êîæè ÷åëîâåêà (ÔÊ×) êóëüòèâè-
ðîâàëè äî ìîíîñëîÿ â 24-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòàõ â ñðåäå
DMEM/F12 ñ äîáàâëåíèåì 5 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè
òåëåíêà (Áèîëîò, Ðîññèÿ), áåç àíòèáèîòèêîâ, â àòìîñôåðå
5 % ÑÎ2 ïðè 37 °Ñ.

Ïîäàâëåíèå ýêñïðåññèè ãåíà Rad51 ïðîâîäèëè ñ ïî-
ìîùüþ òðàíñôåêöèè êîðîòêèõ èíòåðôåðèðóþùèõ ìîëå-
êóë ÐÍÊ (àíòèRAD51-siÐÍÊ) ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå ïîñåâà, ïðè
ýòîì ÷èñëî êëåòîê ñîñòàâëÿëî ïðèáëèçèòåëüíî 104 íà ëóí-
êó. Ïî èñòå÷åíèè 48—96 ÷ êëåòêè ñíèìàëè ñìåñüþ ðàñ-
òâîðîâ Âåðñåíà è Òðèïñèíà (2 : 1) è ëèáî ðàññåâàëè âî
ôëàêîíû Êàððåëÿ äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñïîñîáíîñòè äàâàòü
êîëîíèè, ëèáî îêðàøèâàëè ñïåöèôè÷íûì äëÿ ÄÍÊ ôëóî-
ðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì Hoechst 33342 â ïðèñóòñòâèè
íåèîííîãî äåòåðãåíòà Òðèòîíà Õ-100 (0.2 %) è àíàëèçèðî-
âàëè ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîãî öèòîìåòðà äëÿ âûÿâëåíèÿ
âîçìîæíûõ íàðóøåíèé â ïðîõîæäåíèè êëåòî÷íîãî öèêëà.
Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ àíàëîãè÷íûå èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè
íà êëåòêàõ, òðàíñôèöèðîâàííûõ siÐÍÊ äðóãîé ñïåöèôè÷-
íîñòè.

Ñ è ñ ò å ì à Ð Í Ê-è í ò å ð ô å ð å í ö è è ä ë ÿ ï î ä à â ë å -
í è ÿ ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è ã å í à R a d 5 1. Òðàíñôåêöèþ àíòè-
RAD51-siÐÍÊ (ON-TARGETplus SMARTpool, Dharma-
con) â êîíöåíòðàöèè 100 íÌ/ìë â 1-êðàòíîì òðàíñôåêöè-
îííîì áóôåðå (Dharmacon) ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ëèïîôåêòàìèíà (Dharmacon-FECT) ïî ìåòîäèêå, ïðåäëî-
æåííîé ïðîèçâîäèòåëåì (http:www.dharmacon.com). Ó÷è-
òûâàÿ âîçìîæíóþ òîêñè÷íîñòü ëèïîôåêòàìèíà, â êàæäûé
îïûò âêëþ÷àëè îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü òðàíñôåêöèè áåç
siÐÍÊ.

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í û é à í à ë è ç. Äëÿ èììó-
íîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà (ÈÔÀ) óðîâíÿ ýêñïðåññèè
áåëêà RAD51 â èññëåäóåìûõ ëèíèÿõ êëåòêè ôèêñèðîâàëè
4%-íûì ôîðìàëüäåãèäîì, îáðàáàòûâàëè 0.5%-íûì ðàñ-
òâîðîì Òðèòîíà Õ-100 â ôîñôàòíî-ñîëåâîì áóôåðå (ÔÑÁ)
â òå÷åíèå 10 ìèí è èíêóáèðîâàëè â ðàñòâîðå áû÷üåãî ñû-
âîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (1—5 %) (Áèîëîò, Ðîññèÿ) íà
ÔÑÁ â òå÷åíèå 1 ÷. Ïîñëå êàæäîé îáðàáîòêè ñóñïåíçèþ
êëåòîê 3 ðàçà ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì ÔÑÁ. Êëåòêè èíêóáè-
ðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °Ñ ñ ìîíîêëîíàëüíûìè àíòè-
òåëàìè ê RAD51 (mouse antiRAD51, clone 3C10, Invitro-
gen, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 200, ïðîìûâàëè òðèæäû ÔÑÁ
è èíêóáèðîâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 1 ÷
ñ ìå÷åííûìè ôëóîðîõðîìîì âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè
Alexa 488 ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ ìûøè â ðàçâåäåíèè
1 : 2000 (Sigma, ÑØÀ). Ïîñëå 3-êðàòíîé ïðîìûâêè ÔÑÁ
áåëîê RAD51 â êëåòêàõ âèçóàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ
ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà (OPTON-AXIOPLAN).

Ê î ë è ÷ å ñ ò â å í í à ÿ î ö å í ê à ó ð î â í ÿ ý ê ñ ï ð å ñ -
ñ è è á å ë ê à R A D 5 1. Ýôôåêòèâíîñòü ïîäàâëåíèÿ ýêñ-
ïðåññèè ãåíà Rad51 îöåíèâàëè ïî óðîâíþ ñîäåðæàíèÿ
áåëêà RAD51, âûÿâëÿåìîãî ñ ïîìîùüþ èììóíîôåðìåíò-
íîãî àíàëèçà ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè ðàçäåëåííûõ è èììîáè-
ëèçîâàííûõ íà íèòðîöåëëþëîçíîé ìåìáðàíå èññëåäóå-
ìûõ êëåòîê. Äëÿ ýòîãî (1—2) · 106 êëåòîê, èíêóáèðîâàí-

íûõ ñî ñìåñüþ àíòèRAD51-siÐÍÊ è ëèïîôåêòàìèíà â òå-
÷åíèå 48 ÷, à òàêæå êîíòðîëüíûå êëåòêè ñíèìàëè ñìåñüþ
ðàñòâîðîâ Âåðñåíà è Òðèïñèíà (2 : 1) è äâàæäû ïðîìûâà-
ëè ðàñòâîðîì ÔÑÁ. ×èñëî êëåòîê â êàæäîé ïðîáå ïîäñ÷è-
òûâàëè äëÿ äàëüíåéøåãî âûðàâíèâàíèÿ íàãðóçêè äîðîæåê
è èíêóáèðîâàëè ïðè 4 °Ñ â òå÷åíèå 30 ìèí ñ ëèçèðóþùèì
áóôåðîì (10 ìÌ Òðèñ-HCl, ðÍ 7.4, 0.1 % Òðèòîíà Õ-100,
5 ìÌ PMSF, 5 ìÌ MgCl2, 5 åä./ìë ÄÍÊàçû I è 20 ìÌ
â-ìåðêàïòîýòàíîëà). Ïîëó÷åííûå êëåòî÷íûå ëèçàòû êèïÿ-
òèëè â òå÷åíèå 5 ìèí â ñòàíäàðòíîì áóôåðå äëÿ íàíåñå-
íèÿ (0.25 Ì Òðèñ, ðÍ 6.8, 8 % SDS, 40 % ãëèöåðèíà, 20 %
â-ìåðêàïòîýòàíîëà è 0.2 % áðîìôåíîëîâîãî ñèíåãî).
Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå áåëêîâ ïðîâîäèëè â
12%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå, ñîäåðæàùåì 0.1 %
SDS, ñ ïîñëåäóþùèì ïåðåíîñîì áåëêîâ íà íèòðîöåëëþ-
ëîçíóþ ìåìáðàíó. Âèçóàëèçàöèþ áåëêà RAD51 íà ìåìá-
ðàíå îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ ìîíîêëîíàëüíûõ ìûøè-
íûõ àíòèòåë â ðàçâåäåíèè 1 : 500 (antiRAD51, clone 3C10,
Invitrogen, ÑØÀ) è ïîñëåäóþùåé èíêóáàöèè ñ àíòèòåëà-
ìè ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ (IgG) ìûøè, êîíúþãèðî-
âàííûõ ñ ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòüþ ïåðîêñèäàçû õðå-
íà. Â êà÷åñòâå ñòàíäàðòíîãî êîíòðîëÿ çà âûðàâíèâàíèåì
íàãðóçêè äîðîæåê íà ìåìáðàíå ïàðàëëåëüíî âèçóàëèçèðî-
âàëè áåëîê GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydro-
genase), èñïîëüçóÿ ìîíîêëîíàëüíûå ìûøèíûå àíòèòåëà â
ðàçâåäåíèè 1 : 10 000 (Clone: ZG003, Zymed®).

Ðåçóëüòàòû

Â ë è ÿ í è å ò ð à í ñ ô å ê ö è è à í ò è R A D 5 1-s i Ð Í Ê
í à ó ð î â å í ü á å ë ê à R A D 5 1 â è ñ ñ ë å ä ó å ì û õ ê ë å -
ò î ÷ í û õ ë è í è ÿ õ. Ïîñëå òðàíñôåêöèè ñ ïîìîùüþ ëèïî-
ôåêòàìèíà àíòèRAD51-siÐÍÊ â êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè
íàáëþäàåòñÿ çíà÷èòåëüíîå óìåíüøåíèå óðîâíÿ áåëêà
RAD51 âî âñåõ èññëåäóåìûõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ (HeLa,
MCF-7, HT1080, ECV, GM08632, Mg63, ÔËÝ× è ÔÊ×).
Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíû äàííûå äëÿ êëåòîê HeLa è MCF-7,
ïîëó÷åííûå ìåòîäàìè èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà è
èììóíîáëîòèíãà êëåòî÷íûõ ëèçàòîâ. Áîëüøèíñòâî êëå-
òîê, êóëüòèâèðóåìûõ ïðè ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ, èìååò
äîñòàòî÷íî ÿðêîå äèôôóçíîå îêðàøèâàíèå àíòèãåíà RAD
51 ÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè. Ïðè ýòîì â íåêîòîðîé ÷àñòè êëå-
òîê íàáëþäàëîñü îáðàçîâàíèå òàê íàçûâàåìûõ ôîêóñîâ
àíòèãåíà RAD51 (ðèñ. 1, à). Ïðàêòè÷åñêè ïîëíîå ïîäàâëå-
íèå ýêñïðåññèè ãåíà Rad51 è ñîîòâåòñòâåííî ñíèæåíèå
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ïðè ÈÔÀ íàáëþäàëè ÷å-
ðåç 48—72 ÷ ïîñëå òðàíñôåêöèè ñïåöèôè÷íîé siÐÍÊ
(ðèñ. 1, á). Òðàíñôåêöèÿ siÐÍÊ äðóãîé ñïåöèôè÷íîñòè
(â ÷àñòíîñòè, ãîìîëîãè÷íîé òèìèäèíêèíàçå âèðóñà ãåðïå-
ñà èëè ãåíó êñåðîäåðìû ïèãìåíòîçóì ãðóïïû À, èñïîëü-
çîâàííûõ â êà÷åñòâå íåãàòèâíîãî êîíòðîëÿ) íå âûçûâàëà
êàêèõ-ëèáî èçìåíåíèé (ðèñ. 1, â).

Ýôôåêòèâíîå ïîäàâëåíèå ýêñïðåññèè ãåíà Rad51 îá-
íàðóæèâàëîñü òàêæå ñ ïîìîùüþ èììóíîôåðìåíòíîãî
àíàëèçà ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè ðàçäåëåííûõ è èììîáèëèçî-
âàííûõ íà íèòðîöåëëþëîçíîé ìåìáðàíå áåëêîâ êëåòî÷-
íûõ ëèçàòîâ, òðàíñôèöèðîâàííûõ àíòèRAD51-siÐÍÊ â òå-
÷åíèå 48 ÷, è êîíòðîëüíûõ íåòðàíñôèöèðîâàííûõ êëåòîê
(ðèñ. 1, ã). Ïðè ýòîì êîëè÷åñòâî êëåòîê â ïðîáàõ ïåðåä ëè-
çèñîì (êàê â êîíòðîëüíîé, òàê è â îáðàáîòàííîé àíòè-
RAD51-siÐÍÊ) áûëî îäèíàêîâûì. Ïðåäñòàâëåííûå ðå-
çóëüòàòû ïîçâîëÿþò ñ óâåðåííîñòüþ èñïîëüçîâàòü
ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèþ äëÿ ïîäàâëåíèÿ ýêñïðåññèè ãåíà
Rad51 â âûáðàííûõ êëåòî÷íûõ ñèñòåìàõ è, ÷òî îñîáåííî
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âàæíî, îäíîçíà÷íî èíòåðïðåòèðîâàòü äàííûå, ïîëó÷åí-
íûå íà ôîíå siÐÍÊ-òðàíñôåêöèè.

Â û æ è â à å ì î ñ ò ü ê ë å ò î ê ï ð è ï î ä à â ë å í è è
ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è ã å í à R a d 5 1. Æèçíåñïîñîáíîñòü áîëü-
øèíñòâà èññëåäîâàííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé ïîñëå òðàíñ-
ôåêöèè àíòèRAD51-siÐÍÊ ñóùåñòâåííî ñíèæàåòñÿ (ðèñ. 2).
Ðèñ. 2 ïîêàçûâàåò ðåçóëüòàò àíàëèçà ÷èñëà êîëîíèé, íà-
áëþäàåìûõ ÷åðåç 10 ñóò ïîñëå ðàññåâà òðàíñôèöèðîâàí-
íûõ àíòèRAD51-siÐÍÊ â òå÷åíèå 72 ÷ è êîíòðîëüíûõ êëå-
òîê â ïîëíóþ ñðåäó. Â ñëó÷àå íåòðàíñôîðìèðîâàííûõ
êëåòîê ñ íèçêîé ýôôåêòèâíîñòüþ êëîíèðîâàíèÿ îöåíêó
âûæèâàåìîñòè íà ôîíå âðåìåííîãî âûêëþ÷åíèÿ ýêñïðåñ-
ñèè ãåíà Rad51 ïðîâîäèëè ïóòåì ïîäñ÷åòà îáùåãî ÷èñëà
êëåòîê, âûðîñøèõ â òå÷åíèå ýòîãî ïåðèîäà (10 ñóò ïîñëå
72-÷àñîâîé èíêóáàöèè ñ àíòèRAD51-siÐÍÊ). Ðåçóëüòàòû
ïðåäñòàâëåíû â âèäå äîëè âûæèâøèõ êëåòîê ïî îòíîøå-
íèþ ê íåîáðàáîòàííîìó êîíòðîëþ. Íàáëþäàåìîå ðåçêîå
ñíèæåíèå æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê ïðîèñõîäèò èìåííî
çà ñ÷åò ïîäàâëåíèÿ ýêñïðåññèè ãåíà Rad51, ïîñêîëüêó
òðàíñôåêöèÿ siÐÍÊ äðóãîé ñïåöèôè÷íîñòè îêàçûâàåò

ëèøü íåçíà÷èòåëüíîå âëèÿíèå, ñðàâíèìîå â ïðåäåëàõ
îøèáêè èçìåðåíèé ñ òîêñè÷íîñòüþ äåéñòâèÿ îäíîãî ëè-
ïîôåêòàìèíà áåç êàêîé-ëèáî siÐÍÊ (ðèñ. 2). Çíà÷èòåëüíîå
óìåíüøåíèå âûæèâàåìîñòè êëåòîê ïîñëå ïîäàâëåíèÿ ýêñ-
ïðåññèè ãåíà Rad51 ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè÷íîé siÐÍÊ íà-
áëþäàëîñü äëÿ áîëüøåé ÷àñòè èññëåäîâàííûõ çëîêà÷åñò-
âåííî òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé (HeLa,
HT1080, ECV, GM08632 Mg63). Îäíàêî êëåòêè êàðöèíî-
ìû ìîëî÷íîé æåëåçû MCF-7 ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ ñî-
õðàíÿëè æèçíåñïîñîáíîñòü ïðè òàêîãî ðîäà âîçäåéñòâèè
(ðèñ. 2), íåñìîòðÿ íà íàáëþäàåìîå â ýòîé êóëüòóðå çíà÷è-
òåëüíîå ñíèæåíèå óðîâíÿ RAD51-ðåêîìáèíàçû íà ôîíå
òðàíñôåêöèè àíòèRAD51-siÐÍÊ (ðèñ. 1, ã).

ßâëÿåòñÿ òàêàÿ ñèëüíàÿ çàâèñèìîñòü æèçíåñïîñîáíî-
ñòè êëåòêè îò íîðìàëüíîãî óðîâíÿ áåëêà RAD51 îáùåé
èëè ýòî ñïåöèôè÷íîå ñâîéñòâî, ïðèñóùåå òîëüêî çëîêà÷å-
ñòâåííûì áûñòðî ïðîëèôåðèðóþùèì êëåòêàì? Ïîëó÷åí-
íûå äàííûå ïî âûæèâàåìîñòè íîðìàëüíûõ ÔËÝ× è ÔÊ×
äåìîíñòðèðóþò, ÷òî ïîäàâëåíèå áåëêà RAD51 â ýòèõ êóëü-
òóðàõ â öåëîì òàêæå ñíèæàåò ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâ-

960 Ò. À. Øòàì, Å. Þ. Âàðôîëîìååâà è äð.

Ðèñ. 1. Âëèÿíèå òðàíñôåêöèè àíòèRAD51-siÐÍÊ íà óðîâåíü áåëêà RAD51.

Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç óðîâíÿ áåëêà RAD51 â êëåòêàõ HeLa.
à — êîíòðîëüíûå êëåòêè, êóëüòèâèðóåìûå ïðè ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ; á — êëåòêè, òðàíñôèöèðîâàííûå ñïåöèôè÷íîé àíòèRAD51-siÐÍÊ â òå÷åíèå
72 ÷; â — íåãàòèâíûé êîíòðîëü òðàíñôåêöèè — êëåòêè, òðàíñôèöèðîâàííûå siÐÍÊ, ñïåöèôè÷íîé ê ãåíó òèìèäèíêèíàçû âèðóñà ãåðïåñà (àíòè-
ÒÊ-siÐÍÊ); ã — èììóíîáëîòèíã êëåòî÷íûõ ëèçàòîâ ëèíèé HeLa è MCF-7: êëåòêè, òðàíñôèöèðîâàííûå àíòèRAD51-siÐÍÊ â òå÷åíèå 48 ÷ (ïðàâàÿ äî-
ðîæêà), è êîíòðîëüíûå, êóëüòèâèðóåìûå ïðè ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ (ëåâàÿ äîðîæêà); GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) — êîíò-

ðîëü ñïåöèôè÷íîñòè äåéñòâèÿ siÐÍÊ è âûðàâíèâàíèÿ íàãðóçêè äîðîæåê.

Ðèñ. 2. Âûæèâàåìîñòü çëîêà÷åñòâåííî òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê ëèíèé HeLa, Mg63, HT1080, GM08632, ECV è MCF-7, à òàêæå
ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ëåãêîãî (ÔËÝ×) è ôèáðîáëàñòîâ êîæè ÷åëîâåêà (ÔÊ×) ïðè ïîäàâëåíèè ýêñïðåññèè ãåíà Rad51.

Áåëûå ñòîëáöû äåìîíñòðèðóþò òîêñè÷åñêèé ýôôåêò îò òðàíñôåêöèè siÐÍÊ, ãîìîëîãè÷íîé ãåíó Rad51, â ðàçëè÷íûå êëåòêè; ÷åðíûå ñòîëáöû — îòâåò
êëåòîê, îáðàáîòàííûõ òîëüêî ëèïîôåêòàìèíîì; ïîëîñàòûå ñòîëáöû — îòâåò êëåòîê, òðàíñôèöèðîâàííûõ siÐÍÊ, ñïåöèôè÷íîé ê ãåíó òèìèäèíêèíàçû

âèðóñà ãåðïåñà; êëåò÷àòûå ñòîëáöû — êîíòðîëü — âûæèâàåìîñòü íåîáðàáîòàííûõ êëåòîê, ïðèíÿòàÿ çà 100 %.



íîñòü êëåòîê è íåãàòèâíî âëèÿåò íà èõ æèçíåñïîñîáíîñòü
(ðèñ. 2).

Ï à ð à ì å ò ð û ê ë å ò î ÷ í î ã î ö è ê ë à ï å ð å â è â à å -
ì û õ ê ë å ò î ÷ í û õ ë è í è é ÷ å ë î â å ê à ï ð è ñ í è æ å í è è
ó ð î â í ÿ R A D 5 1-ð å ê î ì á è í à ç û. Àíàëèç èçìåíåíèé,
ïðîèñõîäÿùèõ â êëåòî÷íîì öèêëå âî âðåìÿ ïîäàâëåíèÿ
ýêñïðåññèè RAD51 ñïåöèôè÷åñêîé siÐÍÊ, ïîêàçàë, ÷òî
÷óâñòâèòåëüíûå êëåòêè ëèíèé HeLa, HT1080, ECV, Mg63
è GM08632 çàäåðæèâàþòñÿ â ïðîõîæäåíèè ôàçû S è íà-
êàïëèâàþòñÿ â ôàçàõ S è G2 ÷åðåç 48—72 ÷ ïîñëå òðàíñ-
ôåêöèè àíòèRAD51-siÐÍÊ (ðèñ. 3, à). Íàðóøåíèÿ â ïðî-
õîæäåíèè êëåòî÷íîãî öèêëà ìîãóò ïðèâîäèòü ê àïîïòîòè-
÷åñêîé ãèáåëè êëåòîê ñ âûðàæåííîé äåãðàäàöèåé ÄÍÊ,
÷òî è íàáëþäàåòñÿ â ýòèõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ óæå ÷åðåç
96 ÷ ïîñëå òðàíñôåêöèè siÐÍÊ, êîìïëåìåíòàðíîé ãåíó
RAD51-ðåêîìáèíàçû (ðèñ. 3, à). Óñòîé÷èâûå ëèíèè, òà-
êèå êàê MCF-7, íå ïðåòåðïåâàþò èçìåíåíèé â ðàñïðåäåëå-
íèè ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà äàæå ïîñëå äëèòåëüíîé
èíêóáàöèè ñ àíòèRAD51- siÐÍÊ (ðèñ. 3, á). Íè îäíà èç
êëåòî÷íûõ ëèíèé íå äåìîíñòðèðîâàëà íàðóøåíèé â ïðî-
õîæäåíèè êëåòî÷íîãî öèêëà ïðè òðàíñôåêöèè siÐÍÊ äðó-
ãîé ñïåöèôè÷íîñòè (ðèñ. 3, à, á).

Îáñóæäåíèå

Ïî ñóùåñòâóþùèì ïðåäñòàâëåíèÿì, ãîìîëîãè÷íàÿ
ðåêîìáèðàöèÿ â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ ìîæåò áûòü ñó-
ùåñòâåííà äëÿ ðåïàðàöèè äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ è
ïðåîäîëåíèÿ ïðîáëåì, ñâÿçàííûõ ñ íàðóøåíèåì íîðìàëü-

íîãî ïðîõîæäåíèÿ âèëêè ðåïëèêàöèè (Liang et al., 1998;
Cox et al., 2000; Johnson, Jasin, 2001; McGlynn, Lloyd,
2003). Îäíàêî â îòñóòñòâèå âíåøíèõ ïîâðåæäàþùèõ âîç-
äåéñòâèé íåîáõîäèìîñòü ýôôåêòèâíîé ðàáîòû ñèñòåìû
ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè äëÿ æèçíåñïîñîáíîñòè êëåò-
êè è åå ðåïðîäóêòèâíîãî ïîòåíöèàëà íå êàæåòñÿ ÿâíîé.
Èìåþò ïðàâî íà ñóùåñòâîâàíèå ïðåäïîëîæåíèÿ î òîì,
÷òî ïðè ðåïëèêàöèè ÄÍÊ, îñîáåííî â çëîêà÷åñòâåííî
òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ, íåèçáåæíî ïðîèñõîäÿò
îñòàíîâêè è íåîáðàòèìûå íàðóøåíèÿ ïðîõîæäåíèÿ âèëîê
ðåïëèêàöèè, êîòîðûå òðåáóþò ðåïàðàöèè ñ ïîìîùüþ ãî-
ìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè (Tashiro et al., 1996). Ýòè ïðåä-
ïîëîæåíèÿ ïîäòâåðæäàþòñÿ íàáëþäåíèÿìè ïîâûøåííîãî
ñîäåðæàíèÿ áåëêà RAD51 â çëîêà÷åñòâåííî òðàíñôîðìè-
ðîâàííûõ êëåòêàõ è óâåëè÷åíèÿ ÷àñòîòû âîçíèêíîâåíèÿ
ôîêóñîâ ðåïàðàöèè, ñîäåðæàùèõ RAD51, â ÿäðàõ ïîñëåä-
íèõ (Xia et al., 1997; Raderschall et al., 2002). Ñóùåñòâóþò
äàííûå î íàêîïëåíèè â êëåòî÷íûõ ÿäðàõ â õîäå S-ôàçû
êëåòî÷íîãî öèêëà ôîñôîðèëèðîâàííûõ âàðèàíòîâ ãèñòîíà
Í2ÀÕ è ñâÿçàííîãî ñ ÿäåðíûì ìàòðèêñîì áåëêà RAD51
(Schwartz et al., 2005; Mladenov et al., 2007). Âñå ýòè îïè-
ñàííûå ðàíåå ôàêòû èíòåðïðåòèðóþòñÿ êàê óêàçàíèå íà
òî, ÷òî â õîäå ðåïëèêàöèè ïðîèñõîäèò íàêîïëåíèå îñòà-
íîâëåííûõ è êîëëàïñèðîâàííûõ ðåïëèêàòèâíûõ âèëîê,
êîòîðûå ðåïàðèðóþòñÿ ñ ïîìîùüþ ãîìîëîãè÷íîé ðåêîì-
áèíàöèè è ïðåäïîëàãàþò (êîñâåííî) íåîáõîäèìîñòü ýòîé
ñèñòåìû ðåïàðàöèè äëÿ æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû âïåðâûå ïîêàçàëè, ÷òî ïîäàâ-
ëåíèå ôóíêöèè ãåíà Rad51 ìîæåò ïðèâîäèòü ê ìàññîâîé
ðåïðîäóêòèâíîé ãèáåëè êëåòîê ÷åëîâåêà â îòñóòñòâèå
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Ðèñ. 3. Ïðîòî÷íî-öèòîìåòðè÷åñêèé àíàëèç èçìåíåíèé ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà ïðè ïîäàâëåíèè ýêñïðåñ-
ñèè ãåíà Rad51 ñïåöèôè÷åñêîé siÐÍÊ.

à — êëåòêè HeLa: 1 — íåîáðàáîòàííûé êîíòðîëü; 2, 3 — êëåòêè ñîîòâåòñòâåííî ÷åðåç 48 è 96 ÷ ïîñëå òðàíñôåêöèè àíòèRad51-siÐÍÊ; 4 — êîíòðîëü íà
ñïåöèôè÷íîñòü — êëåòêè, òðàíñôèöèðîâàííûå siÐÍÊ, ñïåöèôè÷íîé ê ãåíó òèìèäèíêèíàçû (àíòèTK-siÐÍÊ) âèðóñà ãåðïåñà. á — êëåòêè MCF-7: 1 —
íåîáðàáîòàííûé êîíòðîëü; 2 — êëåòêè ÷åðåç 96 ÷ ïîñëå òðàíñôåêöèè àíòèRad51-siÐÍÊ; 3 — êîíòðîëü íà ñïåöèôè÷íîñòü — êëåòêè, òðàíñôèöèðîâàí-

íûå siÐÍÊ, ñïåöèôè÷íîé ê ãåíó òèìèäèíêèíàçû (àíòèTK-siÐÍÊ) âèðóñà ãåðïåñà.



âíåøíèõ ïîâðåæäàþùèõ âîçäåéñòâèé. Òàê, â áîëüøèíñò-
âå èññëåäîâàííûõ êëåòîê ÷åëîâåêà ïîäàâëåíèå ýêñïðåñ-
ñèè ãåíà Rad51 çà ñ÷åò íîêäàóíà ñ ïîìîùüþ siÐÍÊ ïðèâî-
äèò ê íåâîçìîæíîñòè ïîëíîöåííî çàâåðøèòü òåêóùèé ïå-
ðèîä ðåïëèêàöèè ÄÍÊ, ÷òî âûðàæàåòñÿ â âèäå áëîêà
êëåòî÷íîãî öèêëà â S- è(èëè) G2-ôàçå. Òàêîãî ðîäà áëîêè
ïðèâîäÿò ê äðàìàòè÷åñêîìó ñíèæåíèþ æèçíåñïîñîáíîñòè
ýòèõ êëåòîê, ñîïðîâîæäàþùåìóñÿ àïîïòîçîì èëè íåîáðà-
òèìîé ïîòåðåé ñïîñîáíîñòè ê ïðîëèôåðàöèè. Èíòåðåñíî,
÷òî ðàíåå ïðåäïðèíÿòàÿ ïîïûòêà ïîñòîÿííîãî ïîäàâëåíèÿ
ýêñïðåññèè ãåíà Rad51 ñ ïîìîùüþ ÄÍÊ-âåêòîðîâ, êîäè-
ðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñïåöèôè÷íîé siÐÍÊ, îêàçà-
ëàñü íåñîñòîÿòåëüíîé â íåêîòîðûõ êëåòî÷íûõ ñèñòåìàõ
(Schwartz et al., 2005; Biard, 2007). Ýòî, ñ íàøåé òî÷êè çðå-
íèÿ, ñîãëàñóåòñÿ ñ ïðåäñòàâëåííûìè ðåçóëüòàòàìè è ïîêà-
çûâàåò íåâîçìîæíîñòü ïîëó÷åíèÿ æèçíåñïîñîáíûõ êëî-
íîâ êëåòîê ñ ïîäàâëåííîé ôóíêöèåé èññëåäóåìîãî ãåíà
äëÿ áîëüøèíñòâà êëåòî÷íûõ ëèíèé.

Ïîëó÷åííûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå äàííûå, êàñàþùèåñÿ
ñíèæåíèÿ âûæèâàåìîñòè íîðìàëüíûõ ÔËÝ× è ÔÊ× íà
ôîíå âðåìåííîãî ïîäàâëåíèÿ ýêñïðåññèè ãåíà Rad51, íå-
ñîìíåííî, äåìîíñòðèðóþò ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê òàêîé ïðî-
öåäóðå íå òîëüêî çëîêà÷åñòâåííî òðàíñôîðìèðîâàííûõ,
íî è íîðìàëüíûõ êëåòîê ÷åëîâåêà. Íåñêîëüêî ìåíüøàÿ
ýôôåêòèâíîñòü ñíèæåíèÿ âûæèâàåìîñòè äëÿ íåòðàíñôîð-
ìèðîâàííûõ êëåòîê ñâÿçàíà ñêîðåå ñî çíà÷èòåëüíî áîëåå
ìåäëåííûì ðåïðîäóêòèâíûì öèêëîì ýòèõ êëåòîê, ÷åì ñ
êàêèì-òî ïðèíöèïèàëüíûì ðàçëè÷èåì â çíà÷èìîñòè íîð-
ìàëüíîãî ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ñèñòåìû ãîìîëîãè÷íîé ðå-
êîìáèíàöèîííîé ðåïàðàöèè.

Íà ïåðâûé âçãëÿä, ïðåäñòàâëåííûå ðåçóëüòàòû â ñî-
ãëàñèè ñ èìåþùèìèñÿ ëèòåðàòóðíûìè äàííûìè óêàçûâà-
þò íà íåîáõîäèìîñòü ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè äëÿ
îñóùåñòâëåíèÿ íîðìàëüíîé ðåïëèêàöèè ÄÍÊ è ïðîëèôå-
ðàöèè êëåòîê. Îäíàêî íàëè÷èå êëåòî÷íûõ ëèíèé (òàêèõ,
êàê MCF-7 â ýòîé ðàáîòå), äåìîíñòðèðóþùèõ âûñîêóþ
âûæèâàåìîñòü è ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü ïðè çíà÷è-
òåëüíîì ñíèæåíèè óðîâíÿ RAD51-ðåêîìáèíàçû, íå ïî-
çâîëÿåò ñäåëàòü òàêîå îäíîçíà÷íîå çàêëþ÷åíèå. Ñëåäóåò
îòìåòèòü, ÷òî ñîâîêóïíîñòü âñåõ îïóáëèêîâàííûõ ðàíåå
êîñâåííûõ àðãóìåíòîâ è äàííûõ, ïîëó÷åííûõ â ýòîé ðà-
áîòå, ôîðìàëüíî íå ìîæåò ðàññìàòðèâàòüñÿ êàê äîêàçà-
òåëüñòâî íåîáõîäèìîñòè ñèñòåìû ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáè-
íàöèîííîé ðåïàðàöèè äëÿ æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê. Ðå÷ü
ìîæåò èäòè ëèøü î òîì, ÷òî íàðóøåíèå íîðìàëüíîãî òå-
÷åíèÿ ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè ôàòàëüíî äëÿ êëåòîê.
Ïðè ýòîì ïðè÷èíîé ãèáåëè ïîòåíöèàëüíî ìîæåò áûòü íå
òîëüêî îòñóòñòâèå ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè, íî è
ñàìà ïî ñåáå ãîìîëîãè÷íàÿ ðåêîìáèíàöèÿ, ïðîòåêàþùàÿ â
àíîìàëüíûõ óñëîâèÿõ, ñâÿçàííûõ ñî ñíèæåíèåì ñîäåðæà-
íèÿ êëþ÷åâîãî áåëêà RAD51. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
óñòîé÷èâîñòü êëåòîê MCF-7 ê ïîäàâëåíèþ RAD51 ìîæåò
âîçíèêàòü èç-çà âûêëþ÷åíèÿ áîëåå ðàííèõ, èíèöèèðóþ-
ùèõ ñòàäèé ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè, áëàãîäàðÿ ÷åìó
êëåòêè íå ïûòàþòñÿ çàïóñòèòü àêòû ãîìîëîãè÷íîé ðåêîì-
áèíàöèè è ñòàíîâÿòñÿ íå÷óâñòâèòåëüíûìè ê íåõâàòêå áåë-
êà RAD51. Ýòî ïîëîæåíèå, îäíàêî, òðåáóåò ïðÿìîé ýêñïå-
ðèìåíòàëüíîé ïðîâåðêè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-48902), à òàêæå ïåðñîíàëüíîé ñòèïåíäèè Ò. À. Øòàì
îò ãóáåðíàòîðà Ëåíèíãðàäñêîé îáë.
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HUMAN RAD51 RECOMBINASE: THE ROLE IN THE CELL CYCLE CHECKPOINT

AND CELLULAR SURVIVAL
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The RAD51 protein, an eukaryotic homologue of Escherichia coli RecA, plays a central role in both mitotic
and meiotic homologous recombination. Here, we demonstrate that short-term silencing of Rad51 gene by spe-
cific small interfering (si) RNA induces cell death of the most part of investigated cancer cell lines and normal
fibroblasts. Disruption of the Rad51 gene in these cells results in S or(and) G2 cell cycle arrest leading to apopto-
sis. But some human cancer cell lines demonstrate abolishment of pre-mitotic checkpoint and are not sensitive
to siRNA silencing of RAD51 recombinase. Recent experiments show that normal functioning of the recombi-
nation repair system is essential for maintenance of genome stability, proliferation of vertebrate cells and, final-
ly, for prevention of dramatic cell death.
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