
ОБЗОРЫ

ТОМ 3  № 1 (8)  2011 | Acta naturae | 51

УДК 576.316.24

Теломераза: методы определения 
активности 

Д. А. Скворцов*, М. Э. Зверева, О. В. Шпанченко, О. А. Донцова
Химический факультет Московского государственного университета им. М.В. Ломоносова, 
119991, Москва, Ленинские горы, МГУ
*E-mail: skvorratd@mail.ru
Поступила в редакцию 02.11.2010 г.

РЕФЕРАТ Укорачивание концов хромосом (теломер), обусловленное полуконсервативным механизмом ре-
пликации ДНК, определяет возможное число делений клетки, играя роль «клеточных часов». Теломераза 
удлиняет одну из цепей теломеры, компенсируя ее укорачивание, поэтому теломеразная активность слу-
жит маркером пролиферативной активности клеток. В подавляющем большинстве нормальных клеток 
человека теломераза неактивна, в отличие от эмбриональных тканей, стволовых клеток и репродуктивных 
органов. Теломераза активируется в большинстве злокачественных опухолей, что можно использовать 
для диагностики неопластической трансформации. Поэтому разработка методов определения теломераз-
ной активности привлекает внимание исследователей. Тестирование теломеразной активности необходимо 
при поиске ингибиторов теломеразы – потенциальных противоопухолевых средств. Кроме того, активация 
теломеразы может играть положительную роль при регенерации тканей, к примеру, после частичного уда-
ления печени или инфаркта миокарда.
Все методы определения активности теломеразы можно разделить на две большие группы: методы, осно-
ванные на прямом определении синтезированной теломеразой ДНК, и методы, использующие различные 
схемы усиления сигнала от ДНК, созданной теломеразой. Рассмотренные в представленном обзоре методы 
пригодны для тестирования теломеразной активности в клетках простейших, отдельных клетках клеточ-
ных линий, смешанных клеточных популяциях и тканях. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА теломераза, методы определения активности, онкодиагностика, физико-химические 
методы, определение ДНК.

Что такое теломераза и зачем  
определять ее активность
В 1961 г. Хейфлик и Мурхиад показали, что куль-
тура соматических клеток имеет ограниченный пе-
риод жизни (предел Хейфлика) [1]. В 1973 г. Олов-
ников предположил, что возможное число делений 
клетки определяетcя укорачиванием концов хромо-
сом – теломер [2], играющих роль «клеточных часов». 
Теломеры защищают геном клетки от деградации, 
участвуют в мейотическом спаривании хромосом 
и  регуляции транскрипции генов прителомерной 
области [3, 4]. В клетках, способных размножаться 
бесконечно (бессмертных), существует механизм, 
компенсирующий укорачивание теломер. В 1985 г. 
Блекберн и Грейдер открыли теломеразу – фермент, 
удлиняющий одну из цепей теломеры [5]. 

Теломераза представляет собой РНК-белковый 
комплекс, основные компоненты которого – РНК-
матрица для синтеза теломер (TERC), выполняю-
щая также структурную функцию, и  обратная 
транскриптаза (TERT) [6]. Теломеразный комплекс 

(теломераза) связывается с теломерой или олиго-
нуклеотидом, последовательность которого может 
не совпадать с теломерной последовательностью 
(теломеримитирующий олигонуклеотид), и синте-
зирует короткий фрагмент ДНК (GTTAGG у млеко-
питающих). Затем теломераза передвигается на ко-
нец теломеры (транслокация) и вновь синтезирует 
фрагмент ДНК (рис. 1). Активность теломеразы про-
порциональна общему количеству синтезированной 
ею ДНК, а процессивность пропорциональна длине 
синтезированных фрагментов.

Теломеразная активность служит маркером про-
лиферативной активности клеток. Компоненты 
теломеразы могут выполнять функции, не  зави-
сящие от сборки активного комплекса. Например, 
hTERT (TERT человека) независимо от присутствия 
hTERC (TERC человека) может работать как РНК-
зависимая РНК-полимераза [7]. Повышение экс-
прессии hTERC не всегда совпадает с появлением 
теломеразной активности [8]. hTERC ингибирует 
протеинкиназу ATR, мишенями которой являются 
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известный супрессор опухолевого роста p53 и про-
теинкиназа контрольных точек CHK1, входящая 
в систему проведения сигналов от поврежденной 
ДНК. Снижение уровня hTERC приводит к останов-
ке клеточного цикла в фазах G1 и G2 в результате 
активации белка p53 и протеинкиназы CHK1, но ме-
ханизм этого остается неизвестным [9].

Активность теломеразы не выявляется в пода-
вляющем большинстве нормальных клеток чело-
века, но присутствует в репродуктивных органах 
и  эмбриональных тканях. Этот фермент активен 
в стволовых клетках и некоторых быстро обновля-

ющихся тканях, например в эпителии кишечника, 
но в этом случае активность теломеразы, как пра-
вило, ниже, чем в опухолевых клетках (рис. 2). Те-
ломеразная активность более характерна для зло-
качественных опухолей, в  доброкачественных 
опухолях ее активность и частота обнаружения за-
метно ниже [10]. Определение теломеразной актив-
ности используется как для диагностики опухолей, 
так и для поиска потенциальных противоопухоле-
вых средств – ингибиторов теломеразы. Кроме того, 
теломераза участвует в регенерации тканей после 
частичного удаления печени и инфаркта миокар-

Рис. 1. Общая 
схема работы 
теломеразного 
комплекса.
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Рис. 2. Зависимость 
длины теломер от числа 
делений в различных ти-
пах клеток: эмбриональ-
ных клеточных линиях, 
соматических клетках 
и трансфицированных 
hTERT клетках. А – до-
стижение клетками 
предела Хейфлика; Б – 
кризис, сопровождаю-
щийся гибелью клеток 
и перерождением уце-
левших в опухолевые; 
В – трансфекция клеток 
геном hTERT. 
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да. Роль теломеразы в старении в связи с работой 
теломер как «клеточных часов» также привлекает 
внимание. 

Методы с амплификацией синтезированной 
теломеразой ДНК (TRAP)
Среди методов определения активности теломера-
зы наиболее распространен TRAP (протокол ампли-
фикации теломерных повторов) [11], позволяющий, 
благодаря некоторым модификациям, проводить 
полуколичественный и количественный анализ. Су-
ществуют модификации, при которых повышается 
скорость анализа, радиоактивная метка заменяется 
немечеными соединениями, снижается количество 
побочных продуктов и т.д., например, методы сцин-

тилляционного анализа сближения, гибридизаци-
онной защиты, транскрипционной амплификации, 
экстракции магнитными шариками [12]. Некоторые 
модификации дают возможность определять актив-
ность теломеразы даже в одной клетке [13].

Протокол амплификации теломерных повторов 
можно разбить на три основных этапа: удлинение 
праймера, амплификация синтезированной тело-
меразой ДНК и  детекция. На  стадии удлинения 
теломерные повторы добавляются теломеразой, 
присутствующей в клеточном экстракте, к теломе-
римитирующему олигонуклеотиду (TS, см. табл. 1). 
После этого проводят ПЦР-амплификацию синте-
зированной теломеразой ДНК с  использованием 
специфических праймеров (теломеримитирующего 
и обратного). На этом этапе в синтезированную те-
ломеразой ДНК могут включаться различные метки: 
радиоактивная, флуоресцентная, аффинная. Затем 
следует детекция (в оригинальном методе с электро-
форетическим разделением продуктов ПЦР и фото-
графированием) (рис. 3). 

Исходный метод TRAP не свободен от ряда недо-
статков. При амплификации продуктов ПЦР перво-
начально применяли олигонуклеотид CX, имевший 
комплементарное перекрывание в несколько оли-
гонуклеотидов с TS. Это приводило к образованию 
димеров праймеров и  продуктов, возникающих 
из-за взаимодействия между праймерами. Даже 
при  использовании оптимального праймера ACX 

Таблица 1. Некоторые олигонуклеотиды, используе-
мые в различных модификациях TRAP

Олиго
нуклеотид  Нуклеотидная последовательность 

TS 5'-AATCCGTCGAGCAGAGTT-3'

CX 5'-(CCCTTA)
3
CCCTAA-3'

ACX 5'-GCGCGG(CTTACC)
3
CTAACC-3'

RP 5'-TAGAGCACAGCCTGTCCGTG-3'
RPC3 5'-TAGAGCACAGCCTGTCCGTG(CTAACC)

3
-3'

TSG4 5’-GGGATTGGGATTGGGATTGGGTT-3’

Рис. 3. Схема 
протокола 
амплификации 
теломерных по-
второв (TRAP).

1. Удлинение теломеразой  
теломеримитирующего праймера
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с некомплементарным TS-концом при анализе кон-
центрированных экстрактов опухолевых тканей 
может появляться фоновый сигнал [14]. Другая про-
блема состоит в том, что если использовать обрат-
ные праймеры, полностью соответствующие тело-
мерным повторам, то праймеры отжигаются в ходе 
ПЦР не по краям матрицы (в силу периодичности 
теломер) и появляются ложные сигналы. Эту про-
блему решают, добавляя на края праймера допол-
нительные некомплементарные теломерам участки 
(табл. 1) с 5’-концевым нетеломерным «довеском» 
из 6 нуклеотидов. Может использоваться комбина-
ция нескольких праймеров, используемых в каче-
стве обратных, для уменьшения неспецифических 
сигналов (подробнее о  двухпраймерной системе 
далее, праймеры RP и RPC3 приведены в табл. 1). 
В смесь TRAP для оценки влияния стабилизирую-
щих квадруплексы ингибиторов может добавляться 
олигонуклеотид TSG4 (табл. 1), который не требует 
синтеза теломеразой нескольких повторов до начала 
действия ингибитора [15]. Более подробно преиму-
щества и недостатки различных олигонуклеотидов, 
используемых в TRAP, рассмотрены в работе [12]. 
Кроме того, если использовать ПЦР для амплифи-
кации сигнала, то на результат определения теломе-
разной активности могут влиять ингибиторы ПЦР, 
содержащиеся в образце.

Первоначально в методе TRAP продукты ПЦР вы-
являли в полиакриламидном геле (ПААГ) по радио-
активной метке, которую вводили с помощью радио-
активно меченного праймера или встраивали в ДНК 
в ходе реакции. Метод позволяет качественно оцени-
вать активность и процессивность теломеразы в экс-
трактах клеток и тканей, но, как уже сказано, нуж-
дается в радиоактивных препаратах.

ПЦР второй стадии TRAP позволяет получить 
достаточно ДНК для окрашивания в геле, например 
бромидом этидия [16] (достаточно сильный мутаген, 
чувствительность невысокая), нитритом серебра [17] 
(чувствительность, как при использовании радиоак-
тивной метки, но метод более трудоемкий и сравни-
тельно дорогой), Sybr Green [18] и его аналогами (чув-
ствительность, как при использовании радиоактивной 
метки [19], а мутагенность гораздо ниже, чем у броми-
да этидия, хотя он также является интеркалирующим 
красителем). Возможно также и флуоресцентное ме-
чение олигонуклеотидов, используемых в TRAP [20]. 

Очистка синтезированной теломеразой ДНК и эф-
фективность TRAP
Получить экстракты опухолевых клеток или кле-
точных линий и определить в них теломеразную ак-
тивность достаточно просто, тогда как ткани состоят 
из нескольких типов клеток и могут содержать ве-

щества, влияющие на количественную и даже каче-
ственную оценку теломеразной активности. Поэтому 
возможны ложноположительные или ложноотрица-
тельные результаты, которые могут повлиять на пра-
вильность диагноза и прогноз заболевания. Опреде-
ление теломеразной активности могут затруднять 
и особенности биопсийных образцов: большие объемы 
жидкости (кровь и т.д.) или присутствие многочис-
ленных нормальных клеток. В этих случаях возмож-
на экстракция синтезированной теломеразой ДНК 
при помощи модифицированных магнитных шари-
ков. При этой процедуре ингибиторы ПЦР удаляются 
или сильно разбавляются. Метод TRAP с такой экс-
тракцией состоит из трех основных этапов: удлине-
ние субстратимитирующего олигонуклеотида теломе-
разой, выделение синтезированной теломеразой ДНК 
с помощью модифицированных магнитных шариков, 
амплификация. На этапе экстракции синтезирован-
ную теломеразой ДНК гибридизуют с С-богатым био-
тинилированным праймером (CCCTAA)2

 и выделяют 
ее из реакционной смеси с помощью покрытых стреп-
тавидином магнитных шариков. Затем синтезирован-
ную теломеразой ДНК высвобождают из комплекса 
с помощью нагревания и проводят ПЦР. Эта модифи-
кация имеет на порядок меньшую чувствительность 
к ингибиторам ПЦР по сравнению со стандартным 
TRAP и несколько большую эффективность при ана-
лизе тканевых и других комплексных образцов [21]. 
Вместо биотинилированного праймера и магнитных 
шариков можно использовать экстракцию фенолом 
и хлороформом [16], хотя при этом хуже удаляются 
примеси, хорошо растворимые в воде, а не в органи-
ческих растворителях.

Внутренние стандарты TRAP
Учесть возможное присутствие в образцах ингиби-
торов Taq-полимеразы (например, гемсодержащих 
соединений) и осуществить общий контроль ПЦР 
позволяют внутренние стандарты (амплифицируе-
мые с теми же праймерами, что и синтезированная 
теломеразой ДНК), которые также могут служить 
для нормирования количества синтезированной те-
ломеразой ДНК. Наиболее распространены два стан-
дарта – длиной 36 и 150 п.н. Стандарт 36 п.н. избыточ-
но амплифицируется, если образцы имеют низкую 
теломеразную активность, конкурируя с синтезиро-
ванной теломеразой ДНК и давая ложноотрицатель-
ный сигнал [18]. Стандарт 150 п.н. более чувствителен 
к присутствию ингибиторов Taq-полимеразы в ре-
акционной смеси. Стандарты можно использовать 
в TRAP с ПЦР в реальном времени с праймерами, 
флуоресцентная метка которых отличается от мет-
ки в праймерах для амплификации синтезированной 
теломеразой ДНК [22].
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TRAP с дополнительным специфичным обратным 
праймером («двухпраймерный»)
«Двухпраймерный» TRAP – это модификация стан-
дартного TRAP, предназначенная для уменьшения 
ложных сигналов (рис. 4). 

В этом варианте TRAP отсутствует электрофо-
ретический анализ продуктов ПЦР. В нем оцени-
вается суммарная радиоактивность как критерий 
теломеразной активности. Синтезированная тело-
меразой ДНК амплифицируется с использованием 
двух обратных праймеров, длиной 20 (RP) и 38 ну-
клеотидов (RPC3) (табл. 1), в присутствии [3H]TTP 
или [α-32P]dСTP, при этом длинного праймера до-
бавляют в 50 раз меньше, чем короткого. После ПЦР 
двухцепочечную ДНК отделяют осаждением и филь-
трацией. Преимущество этого метода состоит в том, 
что благодаря низкой концентрации праймера RPC3 
уменьшается количество продуктов взаимодействия 
между праймерами, а присутствие стандартных ко-
личеств праймера RP обеспечивает значительную 
степень амплификации синтезированной теломера-
зой ДНК [23, 24]. Метод позволяет качественно опре-
делять активность теломеразы в экстрактах тканей 
и клеточных линий. Предел чувствительности мето-
да – экстракт 10 клеток теломераза-положительной 
клеточной линии.

TRAP с праймерами с резонансным переносом энер-
гии (FRET)
Один из  вариантов окрашивания ДНК в  методе 
TRAP – использование праймеров с  энергопере-
носом (амплифлуоров). Амплифлуоры имеют уни-
кальную шпилечную структуру, содержащую донор 
(флуоресцеин) и акцептор (4’-диметиламинофенил
азобензойная кислота). Флуоресценция появляется 
только в случае встраивания праймера в продук-
ты ПЦР, т.е. отпадает необходимость в применении 
радиоизотопов и резко сокращается объем прово-
димого после ПЦР-анализа. Замена амплифлуора-
ми субстрата теломеразы и обратного праймера по-
зволяет добиться достаточно высокой интенсивности 
флуоресцентного сигнала. Праймеры, используемые 
для амплификации внутренних стандартов, долж-
ны иметь донорно-акцепторную пару с иной длиной 
волны флуоресценции, чем праймеры, используемые 
для амплификации синтезированной теломеразой 
ДНК [22]. 

Метод с использованием резонансного переноса 
энергии флуоресценции с временным разрешением 
(HTRF) сочетает стандартную технику FRET и флуо-
рофоры с длительным временем затухания флуорес-

Рис. 4. Схема «двухпраймерного» TRAP [23, 24].
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Рис. 5. Схема метода TRAP с использованием резо-
нансного переноса энергии флуоресценции с времен-
ным разрешением [26]. F – флуорофор, а – авидин, 
b – биотин, K – меченный криптатом европия аналог 
дезоксиуридинтрифосфата.
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ценции. Метод основан на использовании криптатных 
комплексов европия или тербия. Данные лантаноиды 
обладают длительным периодом затухания флуорес-
ценции, а комплексообразование с макроциклически-
ми соединениями с образованием криптатных ком-
плексов дополнительно увеличивает их стабильность 
[25]. Меченный криптатом европия аналог дезоксиури-
динтрифосфата использовали для оценки количества 
ДНК в TRAP с биотинилированным олигонуклеотидом 
TS. После добавления конъюгата аллофикоцианин-
стрептавидин ДНК в TRAP дает сигнал FRET [26] 
(рис. 5). Метод позволяет полуколичественно опре-
делять активность теломеразы в экстрактах тканей 
и клеточных линий. Предел чувствительности мето-
да – экстракт 10 клеток теломераза-положительной 
клеточной линии.

TRAP с детекцией с помощью сцинтилляционного 
анализа сближения 
Еще один вариант детекции амплифицированной 
в TRAP ДНК без ПААГ – сцинтилляционный анализ 
сближения. Использованный вместе с традиционным 
TRAP, он позволяет увеличить скорость анализа те-
ломеразной активности. Субстратом в этом методе 
служат 5’-биотинилированные олигонуклеотиды, 
а амплификация происходит в присутствии [3H]TTP. 
Биотинилированная 3H-меченная ДНК связывается 
с покрытыми стрептавидином флуоромикросферами, 
содержащими сцинтиллятор, излучающий в присут-
ствии трития (рис. 6). Таким образом, вместо разде-
ления ДНК в геле с последующей фотодетекцией вы-
ход продуктов ПЦР оценивают на сцинтилляционном 
счетчике, что позволяет сократить время анализа 
после ПЦР до 1 ч и полуколичественно определить 

активность теломеразы в больших сериях экстрак-
тов тканей и клеточных линий. Чувствительность 
данного метода ограничена примерно 10 клетками. 
Основной недостаток метода – использование три-
тия, кроме того, как и большинство методов детекции 
продуктов TRAP без ПААГ, он чувствителен к арте-
фактам ПЦР [27]. 

TRAP с детекцией методом «защиты гибридиза-
цией»
Более безопасной является модификация TRAP, 
в которой используется метод «защиты гибридиза-
цией» (Hybridization protection assay-TRAP). В этом 
методе для  детекции ДНК после амплификации 
применяют зонды, меченные ковалентно связанным 
акридином [28] (рис. 7). Эта же схема детекции ис-
пользуется в  транскрипционной схеме амплифи-
кации теломеразных повторов. Метод позволяет 
полуколичественно определять активность теломе-
разы в экстрактах тканей и клеточных линий. Пре-
дел чувствительности метода – экстракт 10 клеток 
теломераза-положительной клеточной линии. 

TRAP в сочетании с иммуноферментным анализом 
(ИФА)
В  методе TRAP-ИФА ДНК после амплификации 
определяют колориметрически, что позволяет ка-
чественно и полуколичественно оценивать теломе-
разную активность. Биотинилирование TS-праймера 
дает возможность связывать амплифицированную 
ДНК с покрытыми стрептавидином микропланшета-
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3Н-меченные продукты 
теломеразы

Покрытые стрептави-
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Связывание

Детекция излучения на сцинтилляторе

Рис. 6. Схема детекции в TRAP с помощью сцинтилля-
ционного анализа сближения.

Рис. 7. Схема детекции в TRAP с детекцией методом 
«защиты гибридизацией». 
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ми (рис. 8). Амплифицированная ДНК денатурирует, 
гибридизуется с меченными дигоксигенином (DIG) 
зондами, специфичными к теломерным повторам, 
и связывается с микропланшетами за счет взаимо-
действия стрептавидин–биотин. Этот комплекс вы-
является с помощью поликлональных антител овцы 
к DIG, конъюгированных с пероксидазой хрена, ак-
тивность которой определяют колориметрически [29, 
30]. От гибридизационного варианта TRAP этот метод 
отличается появлением второго шага усиления сиг-
нала за счет ферментативной реакции. 

К недостаткам TRAP-ИФА можно отнести слож-
ности с разделением теломераза-положительных 
и теломераза-отрицательных контролей, которые 
могут возникнуть из-за отсутствия внутренних кон-
тролей и двух шагов усиления сигнала. Тем не ме-
нее метод TRAP-ИФА более быстрый по сравнению 
с TRAP, основанным на разделении амплифициро-
ванной ДНК в геле, что позволяет использовать его 
в  скрининговых исследованиях. Метод пригоден 
для полуколичественного определения активности 
теломеразы в экстрактах тканей и клеточных линий. 
Предел чувствительности метода – экстракт 10 кле-
ток теломераза-положительной клеточной линии.

TRAP с электрохимической детекцией
После ПЦР в TRAP можно отделить непрореагиро-
вавшие нуклеотидтрифосфаты, а затем обработать 
оставшиеся продукты 3 М HCl. В рассматриваемом 
методе электрохимически определяют dGMP, один 
из продуктов полного гидролиза амплифицированной 
ДНК [31]. Метод позволяет полуколичественно опре-

делять активность теломеразы в экстрактах тканей 
и клеточных линий. Предел чувствительности мето-
да – экстракт 10 клеток теломераза-положительной 
клеточной линии. Метод не имеет особых преиму-
ществ перед другими методами, в которых не исполь-
зуют гель-электрофорез и радиоактивное мечение, 
но при этом достаточно трудоемок.

TRAP с ПЦР в реальном времени
ПЦР в реальном времени используют для одновре-
менной амплификации ДНК и измерения количе-
ства продуктов, получаемых после каждого цикла 
амплификации. Стандартный TRAP в комбинации 
с ПЦР в реальном времени позволяет получать ко-
личественные результаты [32, 33]. Этот метод приме-
ним для изучения ингибиторов теломеразы и анализа 
больших серий образцов [12]. Сравнение с традици-
онным TRAP показывает, что без оценки количества 
продуктов ПЦР в реальном времени возможно за-
вышение теломеразной активности и сглаживание 
небольших различий в активности из-за насыщения 
ПЦР-реакции на последних циклах. Кроме того, до-
полнительную проблему представляет возможность 
образования димеров праймеров и появление вслед-
ствие этого ложноположительного сигнала. Остроту 
этой проблемы можно снизить, если использовать 
обратный праймер с «якорем», мешающим образо-
ванию димеров, уменьшить количество праймеров 
и число циклов, в результате чего праймер-димеры 
образуются преимущественно на поздних циклах 
программы (35–39 циклов), в то время как в стан-
дартном TRAP таких циклов 28. Эта проблема умень-
шается и при измерении флуоресценции в ранней 
экспоненциальной фазе ПЦР [32]. Метод позволяет 
количественно определять активность теломера-
зы в экстрактах тканей и клеточных линий. Предел 
чувствительности метода – экстракт 10–50 клеток 
теломераза-положительной клеточной линии.

Как и стандартный TRAP с гель-электрофорезом, 
TRAP с ПЦР в реальном времени имеет несколько 
вариантов детекции. Например, использование зон-
дов, специфичных к амплифицированной в ПЦР син-
тезированной теломеразой ДНК, флуоресцирующих 
лишь в составе дуплекса, в противном случае эти 
зонды образуют нефлуоресцирующую шпилечную 
структуру [34].

TRAP на микрочипах
Метод TRAP на микрочипах представляет собой со-
четание двухпраймерного TRAP и связывания про-
дуктов ПЦР на чипах с последующей гибридизацией 
зондов и детекцией. Для определения синтезиро-
ванной теломеразой ДНК и внутреннего стандарта 
используют разные флуоресцентные метки: Cy3 

Рис. 8. Схема иммуноферментного определения про-
дуктов ПЦР при TRAP-анализе (или продуктов теломе-
разной реакции при прямом ИФА).

Биотинилированные  
продукты реакции

Дигоксигенин-меченный 
зонд

DIG

DIG

DIG DIG

DIGDIG

Конъюгат 
антител к DIG и 
фермента

Связывание конъюгата 
антител к DIG и фермента

Связывание с покрытыми стрептавидином 
титрационными микропланшетами

Связывание дигоксигенин-меченного зонда



58 | Acta naturae | ТОМ 3  № 1 (8)  2011

ОБЗОРЫ

для амплифицируемой синтезированной теломера-
зой ДНК и Cy5 – для стандарта. К достоинствам этого 
метода можно отнести высокую скорость детекции 
синтезированной теломеразой ДНК при поточном 
анализе и повышенную специфичность за счет ис-
пользования соответствующих зондов [35]. Метод по-
зволяет полуколичественно определять активность 
теломеразы в экстрактах тканей и клеточных линий. 
Предел чувствительности метода – экстракт 10 кле-
ток теломераза-положительной клеточной линии.

TRAP in situ
Теломеразную активность анализируют, как пра-
вило, в клеточном экстракте. Если клеточные линии 
однородные, то результат отражает активность те-
ломеразы в клетках. Если же изучают экстракты об-
разцов опухолевых тканей, то иногда имеет смысл 
рассматривать лишь сам факт наличия или отсут-
ствия теломеразной активности, поскольку содержа-
ние опухолевых клеток в таких образцах варьирует 
от 3 до 90% и более. В этом случае результаты ни-
чего не говорят об уровне теломеразной активности 
в клетках разного типа, составляющих ткань, а так-
же о различиях между опухолевыми и нормальны-
ми клетками одной ткани (например, повышение ак-
тивности теломеразы в крови связано с появлением 
активированных лейкоцитов или перерождением 
каких-то клеток крови). Чтобы преодолеть этот не-
достаток создан in situ TRAP, в котором используют 
FITC-меченные прямой и обратный праймеры [36]. 
В  этом методе образцы в  виде взвеси клеток им-
мобилизуют на покрытые силаном стекла и сушат 
холодным воздухом. Затем на каждый образец на-
носят реакционную смесь для TRAP, инкубируют, 
теломеразу инактивируют нагреванием, добавляют 
обратный праймер с полимеразой и проводят ПЦР 
in situ. По окончании реакции стекла анализируют 
на флуоресцентном микроскопе, типы клеток опре-
деляют с помощью окрашивания. По интенсивности 
флуоресценции и ее локализации (ядро/цитоплаз-
ма) определяют активность теломеразы в отдельных 
типах клеток в смеси. В уро- и бронхиальных смы-
вах высокая теломеразная активность проявляет-
ся яркой флуоресценцией ядер злокачественных, 
но не доброкачественных клеток [37, 38]. Сравнение 
со стандартно окрашенными препаратами указывает 
на связь флуоресценции в ядре со злокачественными 
клетками, в то время как сигнал от цитоплазмы обна-
руживается в гранулоцитах и макрофагах [39]. Сход-
ная корреляция найдена при анализе плеврального 
выпота [40]. Более того, in situ TRAP успешно при-
меняли не только к образцам клеточных суспензий, 
но и на срезах тканей, в частности для диагностики 
рака печени [41]. Метод позволяет полуколичествен-

но определять активность теломеразы и ее локали-
зацию в отдельных клетках тканей и клеточных су-
спензий. 

Транскрипционная амплификация синтезированной 
теломеразой ДНК
Для увеличения количества синтезированной тело-
меразой ДНК вместо ПЦР используют транскрип-
ционную амплификацию. В комбинации с «защитой 
гибридизацией» этот метод позволяет измерять ак-
тивность теломеразы всего за 4 ч. Праймер, служа-
щий субстратом для теломеразы, содержит не только 
теломеримитирующую последовательность, но и сайт 
посадки Т7-РНК-полимеразы. Синтезированная 
теломеразой ДНК служит субстратом для гибриди-
зации обратного праймера, содержащего дополни-
тельную последовательность, не комплементарную 
теломерным повторам, за счет которой обратный 
праймер присоединяется к концу синтезированной 
теломеразой ДНК, и на следующем этапе происходит 
достройка двухцепочечной ДНК. Используя эту ДНК 
как матрицу, Т7-РНК-полимераза синтезирует РНК, 
по которой обратная транскриптаза синтезирует но-
вую цепь ДНК. После этого РНК удаляется РНКазой, 
а по одноцепочечной ДНК с помощью прямого прай-
мера достраивается вторая цепь ДНК (рис. 9).

С помощью этой схемы можно за 75 мин при 40˚С 
амплифицировать синтезированную теломеразой 
ДНК в количествах, сопоставимых с ПЦР. Последую-
щие реакции могут проводиться в той же пробирке, 
что и амплификация. Чувствительность метода по-
зволяет выявлять теломеразную активность в образ-
цах из 1–1000 клеток. Метод чувствителен к присут-
ствию РНКаз [12, 42]. Основное преимущество метода 
перед TRAP с ПЦР-амплификацией – отсутствие 
прогревания образца при амплификации и игнориро-
вание специфических ингибиторов Taq-полимеразы. 
Метод позволяет полуколичественно определять 
активность теломеразы в экстрактах тканей и кле-
точных линий. Предел чувствительности метода – 
экстракт 10 клеток теломераза-положительной кле-
точной линии.

Прямая детекция синтезированной 
теломеразой ДНК

Детекция теломеразной активности с помощью пря-
мого включения радиоактивно меченного субстрата
Метод основан на способности теломеразы удлинять 
олигонуклеотиды в присутствии dNTP. Если олиго-
нуклеотид или один из dNTP (как правило dGTP, 
так как синтезируемые теломеразой теломеры обо-
гащены остатками гуанина) содержит радиоактив-
ную метку, то по ее включению в ДНК можно элек-
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трофоретически оценивать активность теломеразы 
[43]. Основные недостатки метода – использование 
больших количеств радиоактивных изотопов и не-
достаточная во многих случаях чувствительность, 
обусловленная низким содержанием теломеразы 
в клетках и тканях.

Метод с использованием радиоактивного мечения 
без дополнительного усиления сигнала был первым 
методом определения теломеразной активности. 
До сих пор он остается основным при изучении тело-
меразы организмов со слаборегулярными теломера-
ми (например, Saccharomyces сerevisiae). Этот метод 
применяется и сейчас для детального исследования 
синтезированной теломеразой ДНК и количествен-
ных измерений. Метод позволяет количественно 
определять активность и процессивность теломера-
зы в экстрактах клеточных линий, но обладает низ-
кой чувствительностью (10000 клеток теломераза-
положительной клеточной линии). 

Определение синтезированной теломеразой ДНК 
по изменению поверхностного плазмонного резо-
нанса
Поверхностный плазмонный резонанс (ППР) возни-
кает на поверхности металла при условии полного 
внутреннего отражения и характеризуется специфи-
ческим углом отражения, а следовательно, показа-
телем преломления. Этот эффект, возникая на по-
верхности металлической пленки, распространяется 
в глубь раствора, затухая экспоненциально как функ-
ция расстояния. Взаимодействия между молекулами 
изменяют затухающую волну, что влияет на харак-
теристики поверхностного плазмона и что выража-
ется в изменении резонансного угла и показателя 
преломления в поверхностном слое. По изменению 
показателя преломления судят о взаимодействии 
биомолекул (рис. 10А). 

С помощью биосенсора методом ППР можно пря-
мо измерять теломеразную активность как соответ-
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ных продуктов 
на транскрипци-
онную амплифи-
кацию [12, 42].
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ствующее удлинение теломеримитирующего олиго-
нуклеотида. 

5'-Биотинилированные олигонуклеотиды, со-
держащие теломерные повторы, иммобилизуют 
на  предобработанной стрептавидином поверх-
ности декстранового сенсора in situ на  аппарате 
BIACORE. После этого их обрабатывают клеточным 
экстрактом. Если экстракт содержит теломеразу, 
то происходит связывание теломеразы и удлинение 
олигонуклеотида, определяемое по ППР после от-
мывки от белков раствором додецилсульфата на-
трия (рис. 10Б). Степень удлинения олигонуклеоти-
да зависит от концентрации препарата и времени 
реакции. Результаты анализа экстрактов опухолей 
и клеточных линий этим методом, а также тестиро-
вания ингибиторов теломеразы коррелируют с дан-
ными, полученными методом TRAP [44]. Интенсив-
ность сигнала можно увеличить, обрабатывая сенсор 
с синтезированной теломеразой ДНК антисмысло-

выми олигонуклеотидами к теломерам, ковалентно 
связанными со стрептавидином и наночастицами 
золота [45]. 

Метод позволяет количественно определять актив-
ность теломеразы в экстрактах тканей и клеточных 
линий, а также получать информацию о кинетике ре-
акции, показывая связывание и диссоциацию тело-
меразы от субстрата. Предел чувствительности мето-
да – экстракт 50 клеток теломераза-положительной 
клеточной линии.

Определение теломеразной активности с помощью 
модифицированных олигонуклеотидами магнитных 
частиц и ЯМР
Метод основан на использовании магнитных частиц 
оксида железа, модифицированных олигонуклео-
тидами, комплементарными теломерным повторам. 
Эти частицы, связываясь за счет комплементарных 
взаимодействий с синтезированными теломеразой 

Рис. 10. Схема при-
менения поверхност-
ного плазмонного 
резонанса для детек-
ции макромолекул 
и соответствующая 
общей схеме сенсо-
грамма (А) и сенсо-
грамма ППР-метода 
определения тело-
меразной активности 
(Б). РЕ – резонансные 
единицы. Разница 
между сигналами 1 и 2 
отражает синтез ДНК 
теломеразой [44]. 
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повторами, образуют протяженные линейные струк-
туры (MRS-комплексы) (рис. 11А). Эффект от этой 
гибридизации определяют по спин-спиновому вре-
мени релаксации. При образовании организованного 
ансамбля наночастиц время магнитной релаксации 
окружающих молекул воды заметно изменяется, 
что можно измерять в релаксометре (релаксометр 
измеряет времена спин-спиновой релаксации ядер-
ной намагниченности протонсодержащих жидко-
стей в многокомпонентных системах и содержание 
компонентов с различными временами релаксации). 
Магнитное переключение происходит быстро, до-
стигая половины максимального изменения через 
30 с и выходя на плато через 40–60 мин (рис. 11Б). 
Магнитное переключение подтверждено методом 
магнитно-силовой микроскопии, а также корреляци-
ей магнитного переключения и размера формируе-
мых наноансамблей. Локальное искажение магнитно-
го поля возрастает на наночастицах в упорядоченных 
ансамблях, а неорганизованные наночастицы дают 
гораздо меньший магнитный эффект [46].

Время релаксации измеряли в объеме 200–500 мкл 
при магнитной индукции 0.47 Тл в ЯМР-спектрометре. 
Для магнитно-резонансного сканирования 384-лу-
ночных плашек с 50 мкл смеси при 1.5 Тл оценива-
ли время не только спин-спиновой (Т2), но и спин-
решеточной релаксации (Т1). Адаптация к поточной 
обработке с использованием магнитно-резонансного 
сканирования позволила с высокой чувствительно-
стью анализировать сотни образцов за десятки минут 
[46]. Метод позволяет количественно определять ак-
тивность теломеразы в экстрактах тканей и клеточ-
ных линий с использованием высокопроизводитель-
ного микропланшетного формата. Для таких анализов 
помимо распространенного оборудования и реактивов 
нужны планшетный ЯМР-спектрометр и проба из на-
ночастиц, модифицированных олигонуклеотидами. 

Предел чувствительности метода – экстракт 10 кле-
ток теломераза-положительной клеточной линии.

Определение активности теломеразы с помощью 
метода микробаланса кварцевого кристалла
Для микрогравиметрического анализа теломераз-
ной активности методом микробаланса кварцевого 
кристалла может использоваться Au-кварцевый 
резонатор. Кристаллы кварца обладают пьезоэлек-
трическим эффектом. Приложение переменного 
тока приводит к возникновению в кристалле кварца 
колебаний, причем в специально вырезанных кри-
сталлах ток определенной частоты может приводить 
к образованию стоячей волны, резонансную частоту 
которой можно определить весьма точно и которая 
изменяется при связывании лигандов на поверхно-
сти кристалла. Метод микробаланса кварцевого кри-
сталла в жидкостях используется при определении 
аффинного связывания молекул (в частности, бел-
ков) на поверхностях, содержащих соответствующие 
участки узнавания. 

В этом методе теломеримитирующий олигонуклео-
тид связывают с поверхностью сенсора, удлиняют его 
теломеразой и проводят гибридизацию синтезирован-
ной цепи ДНК с биотинилированным олигонуклеоти-
дом (рис. 12А). Альтернативный вариант – удлинение 
связанного с сенсором теломеримитирующего оли-
гонуклеотида в присутствии биотин-меченного NTP 
(рис. 12Б). Затем поверхность сенсора обрабатывают 
конъюгатом авидина с щелочной фосфатазой и рас-
твором субстрата щелочной фосфатазы – 5-бром-
4-хлор-3-индолилфосфата, который гидролизуется 
с образованием нерастворимого продукта на поверх-
ности сенсора. При определении теломеразной актив-
ности по уменьшению частоты резонанса кристалла 
видны шаги удлинения олигонуклеотида, связывания 
с синтезированной теломеразой ДНК конъюгата ави-

Рис. 11. Магнит-
ный наносенсор 
теломеразы. 
А – Схема об-
разования 
MRS-комплекса. 
Б – Сравнение 
изменений T2 
в присутствии 
праймера 
и теломер-
подобного 
54-нуклеотидно-
го олигонуклео-
тида [46].
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дина с щелочной фосфатазой и осаждение на поверх-
ности кристалла продуктов реакции, катализируемой 
щелочной фосфатазой [47]. Метод позволяет с вы-
сокой скоростью количественно определять актив-
ность теломеразы в экстрактах тканей и клеточных 
линий. Предел чувствительности метода – экстракт 
3300 клеток теломераза-положительной клеточной 
линии. Для  метода нужен частотный анализатор 
и Au-кварцевый кристалл. Кроме того, затруднена 
идентификация артефактных сигналов.

Электрохимическая детекция теломеразной актив-
ности с ферроценилнафталиндиимидом 
Этот метод основан на способности теломерных по-
второв образовывать G-квадруплексы. Теломераза 

удлиняет олигонуклеотид, закрепленный на элек-
троде. Затем синтезированные теломерные повторы 
в присутствии высоких концентраций ионов калия 
образуют квадруплексы, а ферроценилнафталин-
диимид в таких условиях может стехиометрически 
связываться с квадруплексами ДНК и стабилизиро-
вать их структуру (рис. 13). В свою очередь, связан-
ный ферроценилнафталиндиимид можно определить 
электрохимическими методами. В этом методе оцени-
вается число свернутых в квадруплекс фрагментов 
ДНК, которое зависит не только от общего числа по-
второв, но и непрогнозируемо от длины и расположе-
ния отдельных фрагментов ДНК, что можно считать 
недостатком. Чувствительность метода достаточна 
для определения синтезированной теломеразой ДНК 
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с щелочной фосфатазой

AUCCCAAUC
AUCCCAAUC

Рис. 12. Схема процес-
сов на сенсоре в ме-
тодах микробаланса 
кварцевого кристалла 
и электрохимического 
определения. b – биотин 
в составе олигонуклео-
тида, a-AP – конъюгат 
авидина с щелочной фос-
фатазой, dNTP – смесь 
нуклеозидтрифосфатов, 
biot-dUTP – меченный 
биотином dUTP. А – 
Встраивание биотин-
меченного нуклеотида 
в синтезированную 
теломеразой ДНК. Б – 
Гибридизация биотин-
меченного олигонуклео-
тида с синтезированной 
теломеразой ДНК [47]. 

Рис. 13. Схе-
ма образования 
электрохимиче-
ски определяе-
мого комплекса 
при определе-
нии теломераз-
ной активности 
с ферроценил-
нафталиндиими-
дом [48].
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без амплификации [48] (100–1000 клеток теломераза-
положительной клеточной линии), но метод не апро-
бирован на экстрактах опухолевых тканей.

Использование биобаркода для определения тело-
меразной активности
Наиболее чувствительный на сегодняшний день ме-
тод прямого измерения теломеразной активности 
без амплификации синтезированной теломеразой 
ДНК основан на системе биобаркода. В оригиналь-
ной системе биобаркода магнитные микрочасти-
цы связываются с мишенью, которая затем за счет 
взаимодействий антиген-антитело связывается 
с наночастицами, ковалентно модифицированными 
олигонуклеотидом, играющим роль биологического 
баркода. Получившийся «бутерброд» отделяют от ре-
акционной смеси в магнитном поле, денатурируют 
и по высвободившимся фрагментам ДНК определя-
ют результат. В системе определения теломераз-
ной активности синтезированную теломеразой ДНК 
узнают с использованием комплементарных фраг-
ментов ДНК. ДНК-наночастицы состоят из наноча-
стиц золота и олигонуклеотидов двух типов. Один 
образует дуплекс с синтезированной теломеразой 
ДНК, а второй – нет, что уменьшает вероятность 
связывания с одной и той же наночастицей второй 
ДНК-мишени (рис. 14). Для детекции используется 
электроактивный комплекс [Ru(NH3

)
6
]3+, способный 

связываться с отрицательно заряженными цепями 
ДНК за счет электростатических взаимодействий 

[49]. Метод позволяет количественно определять ак-
тивность теломеразы в экстрактах клеточных линий, 
но не апробирован на экстрактах опухолевых тканей. 
Предел чувствительности метода – экстракт 10 кле-
ток теломераза-положительной клеточной линии.

Определение активности теломеразы с использова-
нием оптических биосенсоров
Принцип этого метода имеет определенное сходство 
с ППР: он основан на том, что при связывании мише-
ни коэффициент преломления на поверхности сенсо-
ра изменяется пропорционально количеству связав-
шейся мишени. Избежать стерических затруднений 
помогает кассета из трех олигонуклеотидов, которые 
связываются с поверхностью сенсора. Фосфатные 
группы ковалентно взаимодействуют с поверхностью 
через 5’-конец олигонуклеотида. Затем с иммобили-
зованной ДНК комплементарно связывается олиго-
нуклеотид, содержащий на 3’-конце короткий неком-
плементарный участок. Выступающий 3’-конец ДНК 
модифицирован фосфотиоатом, что в 10 раз увеличи-
вает аффинность связывания теломеразы с прайме-
ром [50]. После обработки экстрактом, содержащим 
теломеразу, в присутствии dNTP фермент удаляли 
с поверхности сенсора протеиназой К (рис. 15А).

Активность теломеразы оценивали по сенсограмме 
поверхностной загрузки (нг/мм2, определяемой по из-
менению коэффициента преломления) (рис.  15Б). 
Метод позволяет количественно определять актив-
ность теломеразы в экстрактах клеточных линий, 
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но не пригоден для экстрактов опухолевых тканей, 
так  как  предел его чувствительности – экстракт 
105 клеток теломераза-положительной клеточной 
линии. Кроме того, в этом методе используются фос-
фотиоатмодифицированные олигонуклеотиды и спе-
циальный оптосенсор.

Система определения активности теломеразы, осно-
ванная на квантовых точках 
Квантовая точка – фрагмент проводника или полу-
проводника, ограниченный по всем трем простран-
ственным измерениям и  содержащий электроны 
проводимости. Точка должна быть настолько малой, 
чтобы квантовые эффекты были существенными. Это 
достигается, если кинетическая энергия электрона 
E = ћ2/md (d – характерный размер точки, m – эф-
фективная масса электрона на точке), обусловлен-
ная неопределенностью его импульса, будет замет-
но больше всех других энергетических масштабов, 
в первую очередь, больше температуры, выражен-
ной в энергетических единицах. Квантовой точкой 
может служить любой достаточно маленький кусо-
чек металла или полупроводника. Электрон в таком 
микрокристалле чувствует себя, как в трехмерной 
потенциальной яме, он имеет много стационарных 
уровней энергии с характерным расстоянием между 

ними (точное выражение для уровней энергии за-
висит от формы точки). Как и при переходе между 
уровнями энергии атома, при переходе между энер-
гетическими уровнями квантовой точки может из-
лучаться фотон. При этом, в отличие от атомов, ча-
стотами переходов легко управлять, меняя размеры 
кристалла. 

К наночастице (квантовой точке) присоединяют 
модифицированный на конце тио-группой теломе-
римитирующий олигонуклеотид. Такая квантовая 
точка способна флуоресцировать, поглощая квант 
с длиной волны λ1 (400 нм) и излучая квант с длиной 
волны λ1’ (560 нм). Если при удлинении теломера-
зой присоединенного к  квантовой точке олигону-
клеотида в ДНК встраивается флуоресцирующий 
модифицированный нуклеотид TR-dUTP (dUTP, 
меченный техасским красным), то происходит пере-
нос энергии флуоресценции (рис. 16А), что сопрово-
ждается уменьшением излучения с длиной волны λ1’ 
и появлением излучения с длиной волны λ2 (610 нм) 
(рис. 16Б). Метод позволяет количественно оценивать 
активность теломеразы. Чувствительность метода 
равна примерно 10000 клеток линии Hela [51], что не-
достаточно для анализа клинических материалов.

Вместо включения TR-dUTP можно использовать 
способность теломерных повторов сворачиваться 

Рис. 15. А – 
Схема обра-
зования син-
тезированной 
теломеразой 
ДНК на поверх-
ности сенсора. 
Б – Сенсограм-
ма определения 
теломеразной 
активности 
на оптическом 
сенсоре [50].
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в G-квадруплексы и связывать гемин. В этом случае 
перенос энергии происходит между квантовой точкой 
и комплексом G-квадруплекса с гемином с соответ-
ствующим тушением флуоресценции. Чувствитель-
ность метода – 270 клеток линии Т293 [52].

Определение активности теломеразы с помощью 
сенсорного чипа на нанопроводе
Сенсорный чип представляет собой транзистор, 
включающий покрытые антителами кремниевые на-
нопровода, содержащие на поверхности альдегидные 
группы, к которым могут пришиваться моноклональ-
ные антитела. Проводимость покрытого антителами 
нанопровода изменяется при связывании антигенов, 
что и детектируется.

В случае сенсорного чипа для определения тело-
меразной активности нанопровод транзистора моди-
фицируется не антителами, а теломеримитирующи-
ми олигонуклеотидами. При добавлении теломеразы 
и dNTP проиcходит удлинение связанных на поверх-
ности олигонуклеотидов, что приводит к изменению 
проводимости транзистора, на котором связаны оли-
гонуклеотиды [53]. Чувствительность метода – экс-
тракт 100 клеток линии HeLa.

Сходный метод основан на использовании ион-
селективного полевого транзистора. В присутствии 
определенных химических веществ на затворе таких 
транзисторов появляется потенциал, открывающий 
его канал проводимости, т.е. через него начинает течь 
ток, величина которого пропорциональна концентра-
ции искомого компонента. Al2

O
3
-затвор транзистора 

модифицируется субстратом теломеразы. При уд-
линении праймера теломеразой меняется потенциал 
на затворе. Метод позволяет определять активность 
теломеразы в экстрактах клеточных линий (на кли-
нических материалах метод не тестировался). Его 
чувствительность составляет 65 клеток линии Т293 
[54]. Основное преимущество метода – возможность 
проводить большое количество различных анализов 
одного образца на одном чипе, который может пред-
ставлять собой набор сенсоров на разные маркеры. 
Кроме того, видны этапы связывания и диссоциации 
теломеразы.

Биолюминесцентный метод определения активно-
сти теломеразы
Определение теломеразной активности биолюминес-
центным методом основано на том, что катализируе-
мое теломеразой удлинение теломеримитирующего 
олигонуклеотида сопровождается отщеплением пи-
рофосфата, количество которого определяют люми-
нометрическим методом. В присутствии аденозин-
5′-фосфосульфата ATP-сульфурилаза превращает 
пирофосфат в ATP, содержание которого определяют 
люциферин-люциферазным методом. Чувствитель-
ность и специфичность метода сопоставима, согласно 
[55], с чувствительностью метода TRAP-ИФА. Метод 
позволяет количественно определять активность те-
ломеразы в экстрактах клеточных линий и тканей 
(апробирован на опухолях легкого). Его преимуще-
ством является линейная зависимость сигнала от ко-
личества синтезированной теломеразой ДНК в соче-
тании с высокой производительностью.

Электрохемилюминесцентный метод определения 
теломеразной активности
Определять теломеразную активность можно и с по-
мощью электрохемилюминесценции (люминесценции 
при электролизе). В этом методе 5’-биотинилирован-
ный праймер удлиняют теломеразой, а затем инкуби-
руют со взвесью магнитных шариков, модифициро-
ванных авидином. С иммобилизованной на магнитных 
шариках ДНК гибридизуют электрохемилюминес-
центную пробу (ковалентно связанный с  наноча-
стицей золота олигонуклеотид, модифицированный 
рутений-бис(2,2’-бипиридин)(2,2’-бипиридин-4,4’-
дикарбонат)-N-гидроксисукцинимидэфиром. Эти 
тройные комплексы (магнитный шарик – теломерная 
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Рис. 16. Удлинение теломеразой олигонуклеотида, 
связанного с CdSe-ZnS квантовой точкой с включением 
TR-dUTP (А), и замена излучаемой длины волны кван-
товой точки (λ1) на длину волны техасского красного 
(λ2) при удлинении теломеразой олигонуклеотида, 
связанного с CdSe-ZnS квантовой точкой с включением 
TR-dUTP [51] (Б). TR – техасский красный.
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проба – электрохемилюминесцентная проба) промы-
вают и впрыскивают в реакционную кювету, где они 
примагничиваются к рабочему электроду и при пода-
че напряжения начинают люминесцировать (рис. 17). 
Метод позволяет количественно определять актив-
ность теломеразы в пробах, содержащих не менее 
500 клеток HeLa [56], он обеспечивает достаточно 
высокое соотношение сигнал/шум благодаря стадии 
экстракции модифицированными магнитными ша-
риками, но не апробирован на клинических материа-
лах.

Детекция теломеразной активности с  помощью 
FRET и  флуоресцентной микроскопии полного 
внутреннего отражения
Метод на основе FRET предназначен для того, что-
бы различить синтез одной буквы (непроцессивный 
метод синтеза) и начало синтеза второго повтора 
ДНК (условно процессивный метод синтеза) индиви-
дуальными комплексами теломеразы Tetrahymena 
thermophila. FRET определяли с помощью флуорес-
центной микроскопии полного внутреннего отраже-
ния, основанной на явлении отражения электромаг-
нитных волн от границы раздела двух прозрачных 
сред, которое возникает при  условии, что  волна 
падает из среды с более высоким показателем пре-
ломления под углом, превышающим угол полного 
отражения. Интенсивность излучения, проникаю-

щего во вторую среду, уменьшается по экспоненци-
альному закону, что позволяет выявлять флуорес-
центные объекты, возбуждаемые этим излучением, 
в пограничном слое толщиной ~100 нм с разрешением 
до 10 нм.

Биотинилированные праймеры (TG)8
T

2
G

4
T

2
 свя-

зывали на  покрытых стрептавидином кварцевых 
слайдах и обрабатывали содержащим теломеразу 
экстрактом в присутствии dGTP и ddTTP, обрываю-
щего синтез на втором повторе. В результате образу-
ются детектируемые продукты двух типов. Слайды 
с продуктами реакции обрабатывали Cy3-меченным 
олигонуклеотидом (Cy3-(CA)

8
), чтобы окрасить Cy3 

каждый связанный на слайде праймер за счет ком-
плементарного взаимодействия с  нетеломерным 
участком олигонуклеотида (TG)

8
. Затем систему 

обрабатывали комплементарным теломерной по-
следовательности Cy5-меченным детектирующим 
олигонуклеотидом (Cy5-C

2
A

2
C

3
), который более эф-

фективно связывается с более длинным продуктом 
теломеразы. Фиксируют сигнал FRET между Cy3 
и Cy5 [57] (рис. 18). Метод позволяет идентифициро-
вать индивидуальные сигналы от удлинения прайме-
ра теломеразой.

Для проверки и нормирования системы использо-
вали меченные Alexa Fluor-488 праймеры трех ти-
пов: соответствующие позициям без синтеза, синтезу 
одной буквы, синтезу второго повтора ((TG)
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Рис. 17. Схема электрохеми
люминесцентного метода 
определения теломеразной 
активности [54].
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(TG)
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8
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2
G

4
T) с 5’-концевым биоти-

ном, которые связывались с покрытыми стрептави-
дином кварцевыми слайдами. Наличие флуорофо-
ра Alexa Fluor-488 позволяет определить плотность 
и локализацию связанных на слайде праймеров [57]. 

Определение теломеразной активности с помощью 
FRET и флуоресцентной микроскопии полного вну-
треннего отражения дает возможность детектировать 
удлинение теломеразой индивидуальных праймеров 
и может сочетаться с основанными на FRET метода-
ми изучения структуры теломеразы. Этим методом 
можно определить только первые полтора повтора, 
синтезированные теломеразой, т.е. он не отражает 
полной активности теломеразы. Метод апробирован 
только на теломеразе T. thermophila и предназначен 
пока только для решения исследовательских задач. 

Определение теломеразной активности 
с использованием иммуноферментного 
усиления сигнала 

Определение активности теломеразы с использова-
нием меченных дигоксигенином комплементарных 
теломерам олигонуклеотидов
Определение синтезированной теломеразой ДНК 
с помощью ИФА привлекательно тем, что это неизо-

топный метод. Метод основан на том, что синтезиро-
ванную теломеразой ДНК гибридизуют с меченным 
дигоксигенином олигонуклеотидом и определяют по-
лучившийся комплекс с помощью ИФА, используя 
конъюгат щелочной фосфатазы с антителом к ди-
гоксигенину (рис. 8). Предел чувствительности мето-
да – 10 аттомоль продукта, что типично для систем 
с дигоксигенином. При использовании экстрактов 
клеток линии Т293 предел чувствительности состав-
лял 37500 клеток [58], что недостаточно для анализа 
клинических материалов. Метод определения син-
тезированной теломеразой ДНК с помощью ИФА 
далеко не самый чувствительный, но он полностью 
автоматизирован и оптимизирован для поиска инги-
биторов теломеразы. 

Электрохимическое определение активности те-
ломеразы с использованием конъюгатов авидина 
с щелочной фосфатазой
Метод основан на иммуноферментной амплификации 
сигнала с электрохимической детекцией. Тиолиро-
ванный олигонуклеотид-субстрат, ковалентно при-
соединенный к золотому электроду, удлиняется те-
ломеразой в присутствии NTP. Далее проводят ИФА, 
как и в методе с применением микробаланса кварце-
вого кристалла, с образованием нерастворимого про-
дукта на поверхности электрода, что и определяют 
электрохимически (рис. 12). Для детекции исполь-
зуют хронопотенциометрию – метод, основанный 
на измерении изменения электродного потенциала Е 
во времени при контролируемом (постоянном) значе-
нии тока электролиза. Чем больше осадка на поверх-
ности электрода, тем сильнее изменение потенциала. 
Метод позволяет с высокой скоростью количествен-
но определять активность теломеразы в экстрактах 
тканей и клеточных линий [47]. Чувствительность 
метода достаточна для определения теломеразной 
активности в экстракте, соответствующем 1000 кле-
ток линии HeLa. 

Определение активности теломеразы с использова-
нием флуориметрического оптосенсора
Этот оптический сенсор основан на флуориметрии 
(фактически – флуориметр с использованием опто-
волокна в системах возбуждения и детекции). Оли-
гонуклеотид, субстрат теломеразы, модифицируется 
на 3’-конце фосфотиоатом для увеличения аффин-
ности теломер-(олигонуклеотид)связывающего 
участка hTERT и соответственно скорости теломе-
разной реакции. Этот праймер ковалентно связыва-
ется на поверхности оптического биосенсора, и его 
удлинение теломеразой отслеживается в реальном 
времени по включению dUTP, меченного изотиоциа-
натным производным флуоресцеина (FITC), или уд-

Рис. 18. Детекция теломеразной активности с помо-
щью FRET и флуоресцентной микроскопии полного 
внутреннего отражения [57].

Нет сигнала 
FRET

Слабый сигнал 
FRET

Сильный сигнал 
FRET

AACCCCAAC



68 | Acta naturae | ТОМ 3  № 1 (8)  2011

ОБЗОРЫ
Та

б
ли

ц
а 

2.
 К

р
ат

ко
е

 с
р

ав
не

ни
е

 м
е

то
д

о
в 

о
пр

е
д

е
ле

ни
я 

те
ло

м
е

р
аз

но
й 

ак
ти

вн
о

ст
и

М
ет

од
 о

п
р

ед
ел

ен
и

я
 т

ел
ом

ер
аз

-
н

ой
 а

кт
и

вн
ос

ти

Ч
у

вс


тв
и

те
л

ь
н

ос
ть

*
П

р
еи

м
у

щ
ес

тв
а

Н
ед

ос
та

тк
и

**
С

сы
л


ка

С
 п

ом
ощ

ью
 п

р
я

м
ог

о 
вк

л
ю

че
н

и
я

 
р

ад
и

оа
кт

и
вн

о 
м

еч
ен

н
ог

о 
су

б-
ст

р
ат

а
10

5 –
10

6
О

тс
у

тс
тв

и
е 

св
я

за
н

н
ы

х
 с

 П
Ц

Р
 а

р
те

ф
ак

то
в.

 С
и

н
те

зи
р

ов
ан

н
ая

 
те

л
ом

ер
аз

ой
 Д

Н
К

 в
и

д
н

а 
н

еп
ос

р
ед

ст
ве

н
н

о 
в 

ге
л

е,
 м

ож
н

о 
оц

ен
и

-
ва

ть
 е

е 
р

аз
м

ер
 и

 к
ол

и
че

ст
во

.

Н
и

зк
ая

 ч
у

вс
тв

и
те

л
ьн

ос
ть

, н
ео

бх
од

и
м

ос
ть

 р
аб

от
ы

 
с 

бо
л

ьш
и

м
и

 к
ол

и
че

ст
ва

м
и

 р
ад

и
оа

кт
и

вн
ой

 м
ет

ки
, 

д
л

и
те

л
ьн

ое
 в

р
ем

я
 э

кс
п

оз
и

ц
и

и
.

[4
3]

О
п

р
ед

ел
ен

и
е 

си
н

те
зи

р
ов

ан
н

ой
 

те
л

ом
ер

аз
ой

 Д
Н

К
 п

о 
и

зм
ен

ен
и

ю
 

п
ов

ер
х

н
ос

тн
ог

о 
п

л
аз

м
он

н
ог

о 
р

ез
он

ан
са

20
–

10
0

О
тс

у
тс

тв
и

е 
св

я
за

н
н

ы
х

 с
 П

Ц
Р

 а
р

те
ф

ак
то

в,
 б

ез
 р

ад
и

оа
кт

и
в-

н
ой

 м
ет

ки
, б

ез
 П

А
А

Г
. И

н
ф

ор
м

ац
и

я
 о

 к
и

н
ет

и
ке

 р
еа

кц
и

и
. 

В
оз

м
ож

н
ос

ть
 д

ет
ек

ц
и

и
 с

и
гн

ал
а 

н
а 

ф
он

е 
10

00
х

 и
зб

ы
тк

а 
те

л
ом

ер
аз

а-
н

ег
ат

и
вн

ы
х

 к
л

ет
ок

. В
и

д
н

ы
 с

вя
зы

ва
н

и
е 

и
 д

и
сс

о-
ц

и
ац

и
я

 т
ел

ом
ер

аз
ы

.

Н
ео

бх
од

и
м

ос
ть

 в
 с

и
ст

ем
е 

B
IA

C
O

RE


 и
 б

и
от

и
н

и
л

и
р

о-
ва

н
н

ы
х

 п
р

ай
м

ер
ах

.
[4

4,
 5

4]

С
 п

ом
ощ

ью
 м

од
и

ф
и

ц
и

р
ов

ан
н

ы
х

 
ол

и
го

н
у

кл
ео

ти
д

ам
и

 м
аг

н
и

тн
ы

х
 

ча
ст

и
ц

 и
 Я

М
Р

10
О

тс
у

тс
тв

и
е 

св
я

за
н

н
ы

х
 с

 П
Ц

Р
 а

р
те

ф
ак

то
в,

 б
ез

 р
ад

и
оа

кт
и

вн
ой

 
м

ет
ки

, б
ез

 П
А

А
Г

, о
че

н
ь 

вы
со

ко
п

р
ои

зв
од

и
те

л
ьн

ы
й

 м
и

кр
оп

л
ан

-
ш

ет
н

ы
й

 ф
ор

м
ат

.

Н
у

ж
ен

 Я
М

Р
-с

п
ек

тр
ом

ет
р

 и
 п

р
об

а 
и

з 
н

ан
оч

ас
ти

ц
, 

ко
ва

л
ен

тн
о 

св
я

за
н

н
ы

х
 с

 о
л

и
го

н
у

кл
ео

ти
д

ам
и

.
[4

6]

С
 п

ом
ощ

ью
 м

ет
од

а 
м

и
кр

об
ал

ан
са

 
кв

ар
ц

ев
ог

о 
кр

и
ст

ал
л

а
33

00
О

тс
у

тс
тв

и
е 

св
я

за
н

н
ы

х
 с

 П
Ц

Р
 а

р
те

ф
ак

то
в.

 В
ы

со
ка

я
 ч

у
вс

тв
и

-
те

л
ьн

ос
ть

. Б
ы

ст
р

ая
 п

р
оц

ед
у

р
а.

Н
у

ж
ен

 ч
ас

то
тн

ы
й

 а
н

ал
и

за
то

р
 и

 A
u

-к
ва

р
ц

ев
ы

й
 

кр
и

ст
ал

л
, с

л
ож

н
ос

ть
 и

д
ен

ти
ф

и
ка

ц
и

и
 а

р
те

ф
ак

тн
ы

х
 

си
гн

ал
ов

 в
 с

л
у

ча
е 

п
оя

вл
ен

и
я

.
[4

7]

Э
л

ек
тр

ох
и

м
и

че
ск

и
 с

 и
сп

ол
ьз

о-
ва

н
и

ем
 ф

ер
р

оц
ен

и
л

н
аф

та
л

и
н

-
д

и
и

м
и

д
а

10
0–

10
00

О
тс

у
тс

тв
и

е 
св

я
за

н
н

ы
х

 с
 П

Ц
Р

 а
р

те
ф

ак
то

в.
 В

ы
со

ка
я

 ч
у

вс
тв

и
-

те
л

ьн
ос

ть
. Б

ы
ст

р
ая

 п
р

оц
ед

у
р

а.

О
ц

ен
и

ва
ет

ся
 ч

и
сл

о 
св

ер
н

у
ты

х
 в

 к
ва

д
р

у
п

л
ек

с 
ст

р
у

к-
ту

р
, з

ав
и

ся
щ

ее
 н

е 
то

л
ьк

о 
от

 о
бщ

ег
о 

чи
сл

а 
п

ов
то

р
ов

, 
н

о 
и

 н
еп

р
ог

н
оз

и
р

у
ем

о 
от

 д
л

и
н

ы
 и

 р
ас

п
ол

ож
ен

и
я

 
от

д
ел

ьн
ы

х
 ф

р
аг

м
ен

то
в 

Д
Н

К
.

[4
8]

С
 и

сп
ол

ьз
ов

ан
и

ем
 б

и
об

ар
ко

д
а 

10
О

д
и

н
 и

з 
н

аи
бо

л
ее

 ч
у

вс
тв

и
те

л
ьн

ы
х

 н
а 

се
го

д
н

я
ш

н
и

й
 д

ен
ь 

м
ет

од
ов

 
н

еп
ос

р
ед

ст
ве

н
н

ог
о 

и
зм

ер
ен

и
я

 т
ел

ом
ер

аз
н

ой
 а

кт
и

вн
ос

ти
 б

ез
 

ам
п

л
и

ф
и

ка
ц

и
и

 с
и

н
те

зи
р

ов
ан

н
ой

 т
ел

ом
ер

аз
ой

 Д
Н

К
.

Н
у

ж
ен

 м
од

и
ф

и
ц

и
р

ов
ан

н
ы

й
 э

л
ек

тр
од

 и
 н

ан
оч

ас
ти

ц
ы

, 
п

ок
р

ы
ты

е 
ол

и
го

н
у

кл
ео

ти
д

ам
и

 д
ву

х
 т

и
п

ов
.

[4
9]

С
 и

сп
ол

ьз
ов

ан
и

ем
 о

п
ти

че
ск

и
х

 
би

ос
ен

со
р

ов
10

5
Б

ез
 р

ад
и

оа
кт

и
вн

ос
ти

, б
ез

 П
А

А
Г

, б
ез

 П
Ц

Р
.

Н
у

ж
н

ы
 ф

ос
ф

от
и

оа
тм

од
и

ф
и

ц
и

р
ов

ан
н

ы
е 

ол
и

го
н

у
кл

ео
-

ти
д

ы
 и

 с
п

ец
и

ал
ьн

ы
й

 о
п

то
се

н
со

р
. Н

ед
ос

та
то

чн
ая

 д
л

я
 

кл
и

н
и

че
ск

и
х

 м
ат

ер
и

ал
ов

 ч
у

вс
тв

и
те

л
ьн

ос
ть

.
[5

0]

О
сн

ов
ан

н
ы

й
 н

а 
кв

ан
то

вы
х

 т
оч

ка
х

10
00

0/
27

0
Б

ез
 р

ад
и

оа
кт

и
вн

ос
ти

, б
ез

 П
А

А
Г

, б
ез

 П
Ц

Р
.

Н
у

ж
н

ы
 о

л
и

го
н

у
кл

ео
ти

д
ы

, к
ов

ал
ен

тн
о 

св
я

за
н

н
ы

е 
с 

кв
ан

то
вы

м
и

 т
оч

ка
м

и
. Н

ед
ос

та
то

чн
ая

 д
л

я
 к

л
и

н
и

че
ск

и
х

 
м

ат
ер

и
ал

ов
 ч

у
вс

тв
и

те
л

ьн
ос

ть
.

[5
1]

С
 п

ом
ощ

ью
 с

ен
со

р
н

ог
о 

чи
п

а 
н

а 
н

ан
оп

р
ов

од
е

10
0

В
оз

м
ож

н
ос

ть
 п

р
ов

од
и

ть
 б

ол
ьш

ое
 к

ол
и

че
ст

во
 р

аз
н

ы
х

 а
н

ал
и

зо
в 

об
р

аз
ц

а 
н

а 
од

н
ом

 ч
и

п
е.

 В
и

д
н

ы
 с

вя
зы

ва
н

и
е 

и
 д

и
сс

оц
и

ац
и

я
 

те
л

ом
ер

аз
ы

.

Н
у

ж
ен

 н
ан

от
р

ан
зи

ст
ор

н
ы

й
 ч

и
п

 и
 о

бо
р

у
д

ов
ан

и
е 

д
л

я
 

ег
о 

ан
ал

и
за

.
[5

3]

Б
и

ол
ю

м
и

н
ес

ц
ен

тн
ы

й
 

5
Л

и
н

ей
н

ая
 з

ав
и

си
м

ос
ть

 с
и

гн
ал

а 
от

 к
ол

и
че

ст
ва

 с
и

н
те

зи
р

ов
ан

н
ой

 
те

л
ом

ер
аз

ой
 Д

Н
К

. Б
ез

 р
ад

и
оа

кт
и

вн
ос

ти
, б

ез
 П

А
А

Г
, б

ез
  П

Ц
Р

, 
вы

со
ко

п
р

ои
зв

од
и

те
л

ьн
ы

й
 ф

ор
м

ат
.

Н
у

ж
н

ы
 л

ю
ц

и
ф

ер
аз

н
ая

 с
и

ст
ем

а 
д

ет
ек

ц
и

и
 б

и
ол

ю
м

и
н

ес
-

ц
ен

ц
и

и
 и

 л
ю

м
и

н
ом

ет
р

.
[5

5]

Э
л

ек
тр

ох
ем

и
л

ю
м

и
н

ес
ц

ен
тн

ы
й

 
50

0
В

ы
со

ко
е 

со
от

н
ош

ен
и

е 
си

гн
ал

/ш
у

м
 б

л
аг

од
ар

я
 о

чи
ст

ке
 э

кс
-

тр
ак

ц
и

ей
 м

од
и

ф
и

ц
и

р
ов

ан
н

ы
м

и
 м

аг
н

и
тн

ы
м

и
 ш

ар
и

ка
м

и
. В

ы
со

ка
я

 
чу

вс
тв

и
те

л
ьн

ос
ть

.

С
л

ож
н

ос
ть

 с
и

н
те

за
 п

р
об

ы
, т

р
еб

ов
ан

и
я

 к
 о

бо
р

у
д

ов
а-

н
и

ю
.

[5
6]

С
 п

ом
ощ

ью
 F

RET



 и

 ф
л

у
ор

ес
-

ц
ен

тн
ой

 м
и

кр
ос

ко
п

и
и

 п
ол

н
ог

о 
вн

у
тр

ен
н

ег
о 

от
р

аж
ен

и
я

1

В
ы

со
ча

й
ш

ая
 ч

у
вс

тв
и

те
л

н
ос

ть
 –

 в
оз

м
ож

н
ос

ть
 д

ет
ек

ти
р

о-
ва

ть
 у

д
л

и
н

ен
и

е 
те

л
ом

ер
аз

ой
 и

н
д

и
ви

д
у

ал
ьн

ы
х

 п
р

ай
м

ер
ов

. 
В

оз
м

ож
н

ос
ть

 с
оч

ет
ан

и
я

 м
ет

од
а 

с 
ос

н
ов

ан
н

ы
м

и
 н

а 
F

RET



 м

ет
од

а-
м

и
 и

сс
л

ед
ов

ан
и

я
 с

тр
у

кт
у

р
ы

 т
ел

ом
ер

аз
ы

.

М
ет

од
 о

п
р

ед
ел

я
ет

 т
ол

ьк
о 

п
ер

вы
е 

п
ол

то
р

а 
п

ов
то

р
а,

 
си

н
те

зи
р

ов
ан

н
ы

е 
те

л
ом

ер
аз

ой
. А

п
р

об
ац

и
я

 с
д

ел
ан

а 
то

л
ьк

о 
д

л
я

 т
ел

ом
ер

аз
ы

 T
et

ra
h

y
m

en
a 

th
er

m
op

h
il

a.
 

[5
7]

С
 и

сп
ол

ьз
ов

ан
и

ем
 д

и
го

кс
и

ге
н

и
н

-
м

еч
ен

н
ы

х
 к

ом
п

л
ем

ен
та

р
н

ы
х

 
те

л
ом

ер
ам

 о
л

и
го

н
у

кл
ео

ти
д

ов
 

(И
Ф

А
)

37
50

0
К

ол
и

че
ст

ве
н

н
ос

ть
, м

ет
од

 а
вт

ом
ат

и
зи

р
ов

ан
.

Н
ед

ос
та

то
чн

ая
 д

л
я

 к
л

и
н

и
че

ск
и

х
 м

ат
ер

и
ал

ов
 ч

у
вс

тв
и

-
те

л
ьн

ос
ть

.
[5

8]

Э
л

ек
тр

ох
и

м
и

че
ск

и
 с

 и
сп

ол
ь-

зо
ва

н
и

ем
 к

он
ъ

ю
га

то
в 

ав
и

д
и

н
-

щ
ел

оч
н

ая
 ф

ос
ф

ат
аз

а
33

00
О

тс
у

тс
тв

и
е 

св
я

за
н

н
ы

х
 с

 П
Ц

Р
 а

р
те

ф
ак

то
в.

 В
ы

со
ка

я
 ч

у
вс

тв
и

-
те

л
ьн

ос
ть

. Б
ы

ст
р

ая
 п

р
оц

ед
у

р
а.

Н
у

ж
ен

 с
п

ец
и

ал
ьн

о 
п

од
го

то
вл

ен
н

ы
й

 э
л

ек
тр

од
, с

л
ож

-
н

ос
ть

 и
д

ен
ти

ф
и

ка
ц

и
и

 а
р

те
ф

ак
тн

ы
х

 с
и

гн
ал

ов
 в

 с
л

у
ча

е 
п

оя
вл

ен
и

я
.

[4
7]

С
 и

сп
ол

ьз
ов

ан
и

ем
 ф

л
у

ор
и

м
ет

р
и

-
че

ск
ог

о 
оп

то
се

н
со

р
а

10
6 –

10
7

Б
ез

 р
ад

и
оа

кт
и

вн
ос

ти
, б

ез
 П

А
А

Г
, б

ез
 П

Ц
Р

.

Н
у

ж
н

ы
 ф

ос
ф

от
и

оа
тм

од
и

ф
и

ц
и

р
ов

ан
н

ы
е 

ол
и

го
н

у
кл

ео
-

ти
д

ы
 и

 о
п

то
во

л
ок

он
н

ая
 с

и
ст

ем
а 

д
ет

ек
ц

и
и

 ф
л

у
ор

ес
-

ц
ен

ц
и

и
. Н

ед
ос

та
то

чн
ая

 д
л

я
 к

л
и

н
и

че
ск

и
х

 м
ат

ер
и

ал
ов

 
чу

вс
тв

и
те

л
ьн

ос
ть

.

[5
9]



ОБЗОРЫ

ТОМ 3  № 1 (8)  2011 | Acta naturae | 69

С
 и

сп
ол

ьз
ов

ан
и

ем
 Д

Н
К

зи
м

-
м

еч
ен

н
ы

х
 о

л
и

го
н

у
кл

ео
ти

д
ов

10
00

Б
ез

 р
ад

и
оа

кт
и

вн
ос

ти
, б

ез
 П

А
А

Г
, б

ез
  П

Ц
Р

. П
р

ос
та

я
 п

р
оц

ед
у

р
а 

и
 

ко
р

от
ко

е 
вр

ем
я

 а
н

ал
и

за
.

Н
е 

оч
ен

ь 
вы

со
ка

я
 с

п
ец

и
ф

и
чн

ос
ть

 м
ет

од
а,

 е
ст

ь 
ф

он
о-

вы
й

 с
и

гн
ал

. 
[6

1]

П
о 

п
ер

ес
во

р
ач

и
ва

ю
щ

ем
у

ся
 

в 
Д

Н
К

зи
м

 т
ел

ом
ер

аз
н

ом
у

 
су

бс
тр

ат
у

10
00

0
Б

ез
 р

ад
и

оа
кт

и
вн

ос
ти

, б
ез

 П
А

А
Г

, б
ез

  П
Ц

Р
. О

че
н

ь 
п

р
ос

та
я

 п
р

о-
ц

ед
у

р
а 

и
 к

ор
от

ко
е 

вр
ем

я
 а

н
ал

и
за

.

Н
е 

оч
ен

ь 
вы

со
ки

е 
чу

вс
тв

и
те

л
ьн

ос
ть

 и
 с

п
ец

и
ф

и
чн

ос
ть

 
м

ет
од

а,
 е

ст
ь 

ф
он

ов
ы

й
 с

и
гн

ал
. 

[6
0]

TR


A
P

10
В

и
д

н
ы

 а
м

п
л

и
ф

и
ка

ты
 с

и
н

те
зи

р
ов

ан
н

ой
 т

ел
ом

ер
аз

ой
 Д

Н
К

. 
П

А
А

Г
 п

оз
во

л
я

ет
 о

п
р

ед
ел

я
ть

 ч
ас

ть
 а

р
те

ф
ак

то
в 

П
Ц

Р
. В

ы
со

ка
я

 
сп

ец
и

ф
и

чн
ос

ть
 м

ет
од

а.

Р
аб

от
а 

с 
р

ад
и

оа
кт

и
вн

ой
 м

ет
ко

й
, н

ео
бх

од
и

м
ос

ть
 П

А
А

Г
. 

В
оз

м
ож

н
ос

ть
 а

р
те

ф
ак

то
в 

П
Ц

Р
.

[1
1]

TR


A
P

 с
 о

д
н

ой
 к

л
ет

ки
1

В
ы

со
ка

я
 ч

у
вс

тв
и

те
л

ьн
ос

ть
. П

А
А

Г
 п

оз
во

л
я

ет
 о

п
р

ед
ел

я
ть

 ч
ас

ть
 

ар
те

ф
ак

то
в 

 П
Ц

Р
 и

 к
ач

ес
тв

ен
н

о 
су

д
и

ть
 о

 п
р

оц
ес

си
вн

ос
ти

.

Р
аб

от
а 

с 
р

ад
и

оа
кт

и
вн

ой
 м

ет
ко

й
, р

аб
от

а 
с 

от
д

ел
ьн

ы
м

и
 

кл
ет

ка
м

и
, н

ео
бх

од
и

м
ос

ть
 П

А
А

Г
. В

оз
м

ож
н

ос
ть

 а
р

те
-

ф
ак

то
в 

П
Ц

Р
.

[1
3]

TR


A
P

 с
 ф

л
у

ор
ес

ц
ен

тн
ы

м
и

 
п

р
ай

м
ер

ам
и

10
0

Б
ез

 р
ад

и
оа

кт
и

вн
ой

 м
ет

ки
, П

А
А

Г
 п

оз
во

л
я

ет
 о

п
р

ед
ел

я
ть

 ч
ас

ть
 

ар
те

ф
ак

то
в 

 П
Ц

Р
 и

 к
ач

ес
тв

ен
н

о 
су

д
и

ть
 о

 п
р

оц
ес

си
вн

ос
ти

.

Н
ео

бх
од

и
м

ос
ть

 в
 ф

л
у

ор
ес

ц
ен

тн
о 

м
еч

ен
н

ы
х

 п
р

ай
м

е-
р

ах
, н

ео
бх

од
и

м
ос

ть
 П

А
А

Г
. В

оз
м

ож
н

ос
ть

 а
р

те
ф

ак
то

в 
П

Ц
Р

.
[2

0]

TR


A
P

 с
 ф

л
у

ор
ес

ц
ен

тн
ы

м
 о

кр
а-

ш
и

ва
н

и
ем

 Д
Н

К
 в

 г
ел

е
10

Б
ез

 р
ад

и
оа

кт
и

вн
ой

 м
ет

ки
. П

А
А

Г
 п

оз
во

л
я

ет
 о

п
р

ед
ел

я
ть

 ч
ас

ть
 

ар
те

ф
ак

то
в 

П
Ц

Р
 и

 к
ач

ес
тв

ен
н

о 
су

д
и

ть
 о

 п
р

оц
ес

си
вн

ос
ти

.

Н
ео

бх
од

и
м

ос
ть

 П
А

А
Г

. В
оз

м
ож

н
ос

ть
 а

р
те

ф
ак

то
в 

П
Ц

Р
. 

Б
ол

ьш
и

н
ст

во
 и

н
те

р
ка

л
и

р
у

ю
щ

и
х

 ф
л

у
ор

ес
ц

ен
тн

ы
х

 
кр

ас
и

те
л

ей
 м

у
та

ге
н

н
ы

.

[1
6,

 1
8]

 

TR


A
P

 с
 о

кр
аш

и
ва

н
и

ем
 Д

Н
К

 в
 

ге
л

е 
н

и
тр

и
то

м
 с

ер
еб

р
а

10
Б

ез
 р

ад
и

оа
кт

и
вн

ой
 м

ет
ки

. П
А

А
Г

 п
оз

во
л

я
ет

 о
п

р
ед

ел
я

ть
 ч

ас
ть

 
ар

те
ф

ак
то

в 
П

Ц
Р

 и
 к

ач
ес

тв
ен

н
о 

су
д

и
ть

 о
 п

р
оц

ес
си

вн
ос

ти
.

Н
ео

бх
од

и
м

ос
ть

 П
А

А
Г

. В
оз

м
ож

н
ос

ть
 а

р
те

ф
ак

то
в 

П
Ц

Р
. 

У
ве

л
и

че
н

н
ая

 т
р

у
д

ое
м

ко
ст

ь.
[1

7]

TR


A
P

 с
 а

н
ал

и
зо

м
 м

ет
од

ом
 с

ц
и

н
-

ти
л

л
я

ц
и

он
н

ог
о 

сб
л

и
ж

ен
и

я
10

Б
ез

 р
ад

и
оа

кт
и

вн
ос

ти
, б

ез
 П

А
А

Г
, в

ы
со

ко
п

р
ои

зв
од

и
те

л
ьн

ы
й

 
м

и
кр

оп
л

ан
ш

ет
н

ы
й

 ф
ор

м
ат

. Л
ег

ка
я

 о
ц

ен
ка

 к
ол

и
че

ст
ва

.

Н
ео

бх
од

и
м

ос
ть

 в
 [3 H

]TT


Р
 и

 б
и

от
и

н
и

л
и

р
ов

ан
н

ы
х

 п
р

ай
-

м
ер

ах
. Р

аб
от

а 
с 

тр
и

ти
ем

. В
оз

м
ож

н
ос

ть
 а

р
те

ф
ак

то
в 

П
Ц

Р
.

[2
7]

TR


A
P

 с
 д

ет
ек

ц
и

ей
 м

ет
од

ом
 

«з
ащ

и
ты

 г
и

бр
и

д
и

за
ц

и
и

»
10

Б
ез

 р
ад

и
оа

кт
и

вн
ос

ти
, б

ез
 П

А
А

Г
, в

ы
со

ко
п

р
ои

зв
од

и
те

л
ьн

ы
й

 
м

и
кр

оп
л

ан
ш

ет
н

ы
й

 ф
ор

м
ат

. Л
ег

ка
я

 о
ц

ен
ка

 к
ол

и
че

ст
ва

.

Т
р

еб
у

ю
тс

я
 а

кр
и

д
и

н
-м

еч
ен

н
ы

е 
п

р
об

ы
. В

оз
м

ож
н

ос
ть

 
ар

те
ф

ак
то

в 
П

Ц
Р

.
[2

8]

TR


A
P

 с
 п

р
ай

м
ер

ам
и

-
ам

п
л

и
ф

л
у

ор
ам

и
10

-5
0

Б
ез

 р
ад

и
оа

кт
и

вн
ос

ти
, б

ез
 П

А
А

Г
, в

ы
со

ко
п

р
ои

зв
од

и
те

л
ьн

ы
й

 ф
ор

-
м

ат
. К

ол
и

че
ст

ве
н

н
ая

 о
ц

ен
ка

. Р
аз

л
и

чн
ое

 м
еч

ен
и

е 
ам

п
л

и
ф

и
ка

то
в 

си
н

те
зи

р
ов

ан
н

ой
 т

ел
ом

ер
аз

ой
 Д

Н
К

 и
 П

Ц
Р

-к
он

тр
ол

я
.

В
оз

м
ож

н
ос

ть
 а

р
те

ф
ак

то
в 

П
Ц

Р
.

Т
р

еб
у

ю
тс

я
 а

м
п

л
и

ф
л

у
ор

ы
.

[2
2]

TR


A
P

 в
 с

оч
ет

ан
и

и
 с

 и
м

м
у

н
оф

ер
-

м
ен

тн
ы

м
 а

н
ал

и
зо

м
10

Б
ез

 р
ад

и
оа

кт
и

вн
ос

ти
, б

ез
 П

А
А

Г
, в

ы
со

ко
п

р
ои

зв
од

и
те

л
ьн

ы
й

 
м

и
кр

оп
л

ан
ш

ет
н

ы
й

 ф
ор

м
ат

.
В

оз
м

ож
н

ос
ть

 а
р

те
ф

ак
то

в 
П

Ц
Р

 и
 И

Ф
А

.
[2

9]
 

TR


A
P

 с
 п

р
ай

м
ер

ам
и

 с
 р

ез
он

ан
с-

н
ы

м
 п

ер
ен

ос
ом

 э
н

ер
ги

и
 (F

RET



)

10
Б

ез
 р

ад
и

оа
кт

и
вн

ос
ти

, б
ез

 П
А

А
Г

, в
ы

со
ко

п
р

ои
зв

од
и

те
л

ьн
ы

й
 

м
и

кр
оп

л
ан

ш
ет

н
ы

й
 ф

ор
м

ат
.

Н
ео

д
и

н
ак

ов
ы

й
 у

че
т 

п
р

и
 к

ол
и

че
ст

ве
н

н
ой

 о
ц

ен
ке

 
п

ер
вы

х
 и

 п
ос

л
ед

у
ю

щ
и

х
 п

ов
то

р
ов

, д
ос

тр
ое

н
н

ы
х

 т
ел

о-
м

ер
аз

ой
. В

оз
м

ож
н

ос
ть

 а
р

те
ф

ак
то

в 
П

Ц
Р

. Т
р

еб
у

ю
тс

я
 

сп
ец

и
ал

ьн
ы

е 
ф

л
у

ор
оф

ор
ы

.

[2
6]

TR


A
P

 н
а 

м
и

кр
оч

и
п

ах
10

Б
ез

 р
ад

и
оа

кт
и

вн
ос

ти
, б

ез
 П

А
А

Г
, м

ал
ы

е 
р

еа
кц

и
он

н
ы

е 
об

ъ
ем

ы
, 

вы
со

ко
п

р
ои

зв
од

и
те

л
ьн

ы
й

 м
и

кр
оп

л
ан

ш
ет

н
ы

й
 ф

ор
м

ат
. Л

ег
ка

я
 

оц
ен

ка
 к

ол
и

че
ст

ва
.

Н
у

ж
н

ы
 ч

и
п

ы
 и

 п
р

и
бо

р
 д

л
я

 и
х

 ч
те

н
и

я
.

[3
5]

TR


A
P

 с
 П

Ц
Р

 в
 р

еа
л

ьн
ом

 в
р

ем
ен

и
50

Б
ез

 р
ад

и
оа

кт
и

вн
ос

ти
, б

ез
 П

А
А

Г
, в

ы
со

ко
п

р
ои

зв
од

и
те

л
ьн

ы
й

 
м

и
кр

оп
л

ан
ш

ет
н

ы
й

 ф
ор

м
ат

. Л
ег

ка
я

 о
ц

ен
ка

 к
ол

и
че

ст
ва

. 
В

оз
м

ож
н

о 
р

аз
л

и
чн

ое
 м

еч
ен

и
е 

ам
п

л
и

ф
л

у
ор

ам
и

 а
м

п
л

и
ф

и
ка

то
в 

си
н

те
зи

р
ов

ан
н

ой
 т

ел
ом

ер
аз

ой
 Д

Н
К

 и
 П

Ц
Р

-к
он

тр
ол

я
.

Н
у

ж
ен

 а
м

п
л

и
ф

и
ка

то
р

 д
л

я
 П

Ц
Р

 в
 р

еа
л

ьн
ом

 в
р

ем
ен

и
. 

В
оз

м
ож

н
ос

ть
 а

р
те

ф
ак

то
в 

П
Ц

Р
. С

л
ож

н
ос

ть
 о

п
р

ед
ел

е-
н

и
я

 а
р

те
ф

ак
то

в 
П

Ц
Р

.
[3

2,
 3

3]

In
 s

it
u

 TR


A
P

1
М

ет
од

 д
ае

т 
и

н
ф

ор
м

ац
и

ю
 о

 а
кт

и
вн

ос
ти

 т
ел

ом
ер

аз
ы

 в
 о

тд
ел

ьн
ы

х
 

кл
ет

ка
х

 и
 н

ек
от

ор
у

ю
 и

н
ф

ор
м

ац
и

ю
 о

 в
н

у
тр

и
кл

ет
оч

н
ой

 л
ок

ал
и

за
-

ц
и

и
 а

кт
и

вн
ос

ти
.

С
л

ож
н

ая
 п

р
оц

ед
у

р
а,

 н
и

зк
оп

р
ои

зв
од

и
те

л
ьн

ая
, н

у
ж

ен
 

ф
л

у
ор

ес
ц

ен
тн

ы
й

 м
и

кр
ос

ко
п

. М
ет

од
 о

п
ти

м
и

зи
р

ов
ан

 
то

л
ьк

о 
д

л
я

 а
н

ал
и

за
 к

л
и

н
и

че
ск

и
х

 п
р

еп
ар

ат
ов

 и
 к

л
ет

оч
-

н
ы

х
 л

и
н

и
й

.

[3
6]

TR


A
P

 с
 т

р
ан

ск
р

и
п

ц
и

он
н

ой
 

ам
п

л
и

ф
и

ка
ц

и
ей

10
И

зо
те

р
м

и
че

ск
ая

 а
м

п
л

и
ф

и
ка

ц
и

я
, о

тс
у

тс
тв

и
е 

ар
те

ф
ак

то
в 

П
Ц

Р
, 

д
ет

ек
ц

и
я

 б
ез

 П
А

А
Г

, в
ы

со
ко

п
р

ои
зв

од
и

те
л

ьн
ы

й
 ф

ор
м

ат
.

Т
р

еб
у

ю
тс

я
 а

кр
и

д
и

н
-м

еч
ен

н
ы

е 
п

р
об

ы
. В

оз
м

ож
н

ос
ть

 
ар

те
ф

ак
то

в 
тр

ан
ск

р
и

п
ц

и
он

н
ой

 а
м

п
л

и
ф

и
ка

ц
и

и
. 

П
ов

ы
ш

ен
н

ы
е 

тр
еб

ов
ан

и
я

 к
 ч

и
ст

от
е 

(о
тс

у
тс

тв
и

ю
 Р

Н
К

-
аз

) и
з-

за
 т

р
ан

ск
р

и
п

ц
и

он
н

ой
 а

м
п

л
и

ф
и

ка
ц

и
и

.

[4
2]

*М
и

н
и

м
ал

ьн
ое

 ч
и

сл
о 

кл
ет

ок
 т

ел
ом

ер
аз

а-
п

ол
ож

и
те

л
ьн

ы
х

 к
л

ет
оч

н
ы

х
 л

и
н

и
й

, в
 к

от
ор

ом
 в

оз
м

ож
н

о 
оп

р
ед

ел
ен

и
е 

ак
ти

вн
ос

ти
.

**
В

се
 м

ет
од

ы
 б

ез
 П

А
А

Г
 (к

р
ом

е 
оп

р
ед

ел
ен

и
я

 т
ел

ом
ер

аз
н

ой
 а

кт
и

вн
ос

ти
 с

 п
ом

ощ
ью

 F
RET




 и
 ф

л
у

ор
ес

ц
ен

тн
ой

 м
и

кр
ос

ко
п

и
и

 п
ол

н
ог

о 
вн

у
тр

ен
н

ег
о 

от
р

аж
ен

и
я

) 
оц

ен
и

ва
ю

т 
ак

ти
вн

ос
ть

, н
о 

н
е 

п
р

оц
ес

си
вн

ос
ть

 т
ел

ом
ер

аз
ы

.



70 | Acta naturae | ТОМ 3  № 1 (8)  2011

ОБЗОРЫ

линенную цепь определяют с помощью гибридиза-
ции FITC-меченной комплементарной ДНК-пробы 
((CCAATC)

4
-FITC) (рис. 19). Этот метод не требу-

ет ПЦР-амплификации и  дополнительных шагов 
очистки [59]. Кроме того, сравнили эффективность 
работы теломеразы в присутствии обычных dNTP 
и в присутствии FITC-меченного dUTP. Для этого 
синтезированную теломеразой ДНК в присутствии 
FITC-меченного dUTP метили FITC-меченной ком-
плементарной ДНК-пробой. Оказалось, что теломе-
раза хуже работает в присутствии FITC-меченного 
dUTP [59]. Метод позволяет количественно опреде-
лять активность теломеразы, но его чувствитель-
ность не превышает 106 –107 клеток, что недостаточно 
для анализа клинических материалов. Кроме того, 
в этом методе используется несерийная система де-
текции флуоресценции.

Определение активности теломеразы с использова-
нием ДНКзимов
ДНКзимы – фрагменты ДНК, обладающие фермен-
тативной активностью.

Существует несколько вариантов использования 
ДНКзимов при анализе теломеразы. Во-первых, суб-
страт теломеразы может иметь на 5’-конце шпильку, 
которая при удлинении субстрата пересворачива-
ется, образуя каталитическую структуру (рис. 20А). 
При  этом одна цепь исходной шпильки образует 
дуплекс с de novo синтезированными теломерными 
повторами, а вторая, в присутствии молекулы ге-
мина, формирует квадруплекс с включенной в него 
молекулой гемина, обладающий пероксидазной ак-
тивностью. Этот комплекс катализирует окисление 
2,2’-азино-бис(3-этилбензотиазолин)-6-сульфоновой 
кислоты (ABTS) в присутствии H

2
O

2
, что приводит 

к накоплению цветного продукта (рис. 20). Чувстви-
тельность этого метода составляет примерно 10000 
клеток линии HeLa при продолжительности анали-
за около 8 мин [60]. Следует отметить медленное из-
менение цвета экстракта контрольных клеток после 

термической обработки, что, по мнению авторов, свя-
зано с неспецифической сорбцией гемина на компо-
нентах реакционной смеси. Этот метод отражает чис-
ло удлиненных молекул субстрата, но не учитывает 
длину создаваемой теломеразой цепи.

Аналогично можно использовать ДНКзим, кова-
лентно связанный с антисмысловым олигонуклео-
тидом к  синтезированной теломеразой ДНК [61] 
(рис. 20Б). Фактически это ИФА, где к зонду уже кова-
лентно присоединен фермент. Чувствительность этой 
модификации составляет около 1000 клеток линии 
HeLa при меньшем фоне. К недостаткам этих методов 
можно отнести невысокую чувствительность и специ-
фичность, а также наличие фонового сигнала. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящее время существует ряд методов опре-
деления теломеразной активности в самых разных 
образцах: экстрактах клеток, тканей, смешанных 
популяций клеток. Все методы можно разбить на 
две группы – методы с непосредственной детекцией 
синтезированной теломеразой ДНК и методы с раз-
личными схемами усиления, каждый из  которых 
обладает своими преимуществами и недостатками. 
Сравнение всех этих методов приведено в табл. 2.

Если рассмотреть все методы, то можно выделить 
ряд новых систем, сопоставимых по чувствительно-
сти с наиболее распространенным на сегодня мето-
дом TRAP. Они избавлены от артефактов, связанных 
с амплификацией, и обладают высокой скоростью 
анализа при высокой чувствительности. При этом 
они имеют ряд недостатков, в том числе и высокие 
требования к специфическим расходным материа-
лам и оборудованию, так что выбор методики в каж-
дом конкретном случае может определяться доступ-
ностью оборудования и реактивов. В ряде методов 
сложно отделить специфические сигналы от  не-
специфических. В большинстве методов оценивается 
только активность, но не процессивность теломеразы. 
Зачастую они не дают информации о распределении 

Рис. 19. Схема  
получения 
флуоресцентно 
меченной синте-
зированной те-
ломеразой ДНК 
для детекции 
флуориметриче-
ским оптосенсо-
ром [59].

Праймер
+FITC-dUTP

Детекция
AUCCCAAUC



ОБЗОРЫ

ТОМ 3  № 1 (8)  2011 | Acta naturae | 71

синтезированной теломеразой ДНК по длине. Неко-
торые методы узкоспециализированные. Например, 
метод с определением синтезированной теломеразой 
ДНК с использованием дигоксигенин-меченных ком-
плементарных теломерам олигонуклеотидов (ИФА) 
без ПЦР далеко не самый чувствительный, но пол-
ностью автоматизированный и оптимизированный 
для поиска ингибиторов теломеразы. Определение 
теломеразной активности с помощью FRET и флуо-
ресцентной микроскопии полного внутреннего отра-
жения дает возможность детектировать удлинение 
теломеразой индивидуальных праймеров, может со-

Рис. 20. Схема 
двух вариантов 
определения 
активности те-
ломеразы с ис-
пользованием 
ДНКзимов [60, 
61] (А, Б).

А

Б+dNTP

+dNTP

Праймер

теломераза

+ABTS
+H

2
O

2

hν

AUCCCAAUC

AUCCCAAUC

четаться с основанными на FRET методами исследо-
вания структуры теломеразы, но при этом позволяет 
детектировать только первые полтора повтора, син-
тезированные теломеразой, и предназначено для ре-
шения исследовательских задач. 
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