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Ââåäåíèå
Òåëîìåðàçà – ýòî ÐÍÊ-áåëêîâûé êîìïëåêñ, îñíîâ-

íûìè êîìïîíåíòàìè êîòîðîãî ÿâëÿþòñÿ ÐÍÊ-êîìïî-
íåíò òåëîìåðàçû (ìàòðèöà äëÿ ñèíòåçà òåëîìåð),
âûïîëíÿþùèé òàêæå ñòðóêòóðíóþ ôóíêöèþ, è òåëî-
ìåðàçíàÿ îáðàòíàÿ òðàíñêðèïòàçà [1].

Àêòèâíîñòü òåëîìåðàçû íå ïðîÿâëÿåòñÿ â ïîäàâëÿ-
þùåì áîëüøèíñòâå íîðìàëüíûõ êëåòîê ÷åëîâåêà çà
ðåäêèì èñêëþ÷åíèåì. Òàê, îíà âûÿâëåíà â ñòâîëîâûõ
êëåòêàõ êðîâè, â ðåïðîäóêòèâíûõ òêàíÿõ è íåêîòîðûõ
áûñòðî îáíîâëÿþùèõñÿ òêàíÿõ. Â ñëó÷àå, êîãäà àê-
òèâíîñòü òåëîìåðàçû ïðîÿâëÿåòñÿ â íîðìàëüíûõ
êëåòêàõ, óðîâåíü åå íèæå, ÷åì â ðàêîâûõ. Òåëîìåðàçà
àêòèâíà â 80–90% ñëó÷àåâ ðàêà, ÿâëÿÿñü îäíèì èç
íàèáîëåå óíèâåðñàëüíûõ îíêîìàðêåðîâ. Â äîáðîêà÷å-
ñòâåííûõ îïóõîëÿõ ÷àñòîòà åå îáíàðóæåíèÿ è àêòèâ-
íîñòü çàìåòíî íèæå [2].

Òåîðåòè÷åñêèé àíàëèç ìåòîäîâ îïðåäåëåíèÿ
àêòèâíîñòè òåëîìåðàçû

Íà äàííûé ìîìåíò ñóùåñòâóåò íåñêîëüêî ìåòîäèê
îïðåäåëåíèÿ òåëîìåðàçíîé àêòèâíîñòè. Îíè ïðåäíàç-
íà÷åíû äëÿ òåñòèðîâàíèÿ àêòèâíîñòè òåëîìåðàçû â
ñàìûõ ðàçíûõ îáðàçöàõ: ýêñòðàêòû êëåòîê, òêàíåé,
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Òåëîìåðàçà – ðèáîíóêëåîïðîòåèíîâûé êîìïëåêñ, êîòîðûé ñèíòåçèðóåò ïî âõîäÿùåé â åãî
ñîñòàâ ÐÍÊ òåëîìåðíóþ ÄÍÊ. Òåëîìåðàçà àêòèâíà â 90% îïóõîëåé è ìîæåò èñïîëüçîâàòü-
ñÿ êàê äèàãíîñòè÷åñêèé ìàðêåð. Îïòèìèçèðîâàíû óñëîâèÿ ïîëó÷åíèÿ ýêñòðàêòîâ ìàëåíü-
êèõ îáðàçöîâ (<0,05 ã) òêàíåé ïîðàæåíèé øåéêè ìàòêè äëÿ àíàëèçà òåëîìåðàçíîé àêòèâíî-
ñòè è âûáðàíû îïòèìàëüíûå êîíöåíòðàöèè ýêñòðàêòîâ. Äëÿ ó÷åòà ïðèñóòñòâèÿ â ýêñòðàê-
òàõ âîçìîæíûõ èíãèáèòîðîâ òåëîìåðàçû è Taq-ïîëèìåðàçû  â ðåàêöèÿõ èñïîëüçîâàíû
ýêñòðàêòû â ðàçíûõ êîíöåíòðàöèÿõ. Ïðè èñïîëüçîâàíèè êëèíè÷åñêèõ ìàòåðèàëîâ ïîðàæå-
íèé ëåãêîãî è ïî÷êè ïîêàçàíî, ÷òî ýòè óñëîâèÿ ïðèìåíèìû äëÿ îöåíêè òåëîìåðàçíîé àê-
òèâíîñòè â ðàçëè÷íûõ òèïàõ ðàêà. Ñóùåñòâóåò ìíîæåñòâî èññëåäîâàíèé òåëîìåðàçíîé àê-
òèâíîñòè ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàçíûõ âàðèàíòîâ ÒÐÀÏ-òåñòà, è îñòàåòñÿ îòêðûòûì âîïðîñ,
ìîæíî ëè ñðàâíèâàòü äàííûå ïî êëèíè÷åñêèì ìàòåðèàëàì, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ ÒÐÀÏ-
òåñòà, ñ ñèñòåìàìè äåòåêöèè, îñíîâàííûìè íà ïðèìåíåíèè ðàäèîàêòèâíîñòè è Sybr green.
Ìû ñðàâíèëè ýòè äâà òèïà äåòåêöèè íà ðÿäå îáðàçöîâ ïðåäîïóõîëåâûõ ïîðàæåíèé øåéêè
ìàòêè (öåðâèêàëüíûõ èíòðàýïèòåëèàëüíûõ íåîïëàçèé) è ñäåëàëè âûâîä îá èõ îäèíàêîâîé
÷óâñòâèòåëüíîñòè.

Êëþ÷åâûå ñëîâà:  ìåòîä äåòåêöèè òåëîìåðàçíîé àêòèâíîñòè, ÒÐÀÏ-àíàëèç, ðàê
øåéêè ìàòêè, ðàê ïî÷êè, ðàê ëåãêîãî, òåëîìåðàçà.

ñìåøàííûõ ïîïóëÿöèé êëåòîê. Èõ ìîæíî ðàçáèòü íà
íà äâå ãðóïïû: 1) ìåòîäû ñ íåïîñðåäñòâåííîé äåòåê-
öèåé ïðîäóêòîâ óäëèíåíèÿ òåëîìåðàçîé òåëîìåðíîãî
ñóáñòðàòà (ÒÑ); 2) ìåòîäû ñ ðàçëè÷íûìè ñõåìàìè
óñèëåíèÿ äåòåêòèðóåìîãî ñèãíàëà, îáëàäàþùèå áîëü-
øåé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ, íî ìîãóùèå äàâàòü áîëü-
øóþ îøèáêó ïðè îöåíêå àêòèâíîñòè.

Äî ñèõ ïîð ïðÿìîé ìåòîä îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñ-
òè ñ äåòåêöèåé ïî âêëþ÷åíèþ òåëîìåðàçîé ðàäèîàê-
òèâíî ìå÷åíûõ äåçîêñèíóêëåîòèäîâ èñïîëüçóåòñÿ
äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà [3]. Ñóùåñòâóåò âàðè-
àíò äåòåêöèèè ïðîäóêòîâ óäëèíåíèÿ ÒÑ áåç ðàäèîàâ-
òîãðàôèè, êîãäà ñ ïðîäóêòàìè ðåàêöèè ãèáðèäèçóþò
äèãîêñèãåíèí-ìå÷åíûé îëèãîíóêëåîòèä è îïðåäåëÿþò
íàëè÷èå ïîëó÷èâøåãîñÿ êîìïëåêñà ñ ïîìîùüþ èì-
ìóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà. Ïðè èñïîëüçîâàíèè ýêñò-
ðàêòîâ êëåòîê ëèíèè 293Ò ïðåäåë ÷óâñòâèòåëüíîñòè
ñîñòàâëÿë 37500 êëåòîê [4]. Åùå îäèí îðèãèíàëüíûé
ìåòîä îñíîâàí íà îïðåäåëåíèè óäëèíåíèÿ òåëîìåðà-
çîé ñóáñòðàòà ñ ïîìîùüþ ìàãíèòíîé ñèëîâîé ìèêðî-
ñêîïèè ïî èçìåíåíèþ íàìàãíè÷åííîñòè íàíî÷àñòèö, ñ
êîòîðûìè ñâÿçàí òåëîìåðàçíûé ñóáñòðàò ïðè åãî
óäëèíåíèè òåëîìåðàçîé [5].
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Îáùèé íåäîñòàòîê ìåòîäîâ ñ íåïîñðåäñòâåííîé
äåòåêöèåé óäëèíåíèÿ ÒÑ òåëîìåðàçîé – íåäîñòàòî÷-
íàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü. Êðîìå òîãî, åñëè íà ìîäåëü-
íûõ ñèñòåìàõ äëÿ ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
èëè ïîèñêà èíãèáèòîðîâ òåëîìåðàçû èñïîëüçóþòñÿ
îäíîðîäíûå ïî ñîñòàâó êëåòî÷íûå ëèíèè, òî â ñëó-
÷àå êëèíè÷åñêèõ ìàòåðèàëîâ îïóõîëåâûå êëåòêè ñ
àêòèâíîé òåëîìåðàçîé ìîãóò ñîñòàâëÿòü âñåãî íå-
ñêîëüêî ïðîöåíòîâ îáðàçöà. Â ýòîì ñëó÷àå íóæíî,
÷òîáû ìåòîä ïîçâîëÿë äåòåêòèðîâàòü àêòèâíîñòü
òåëîìåðàçû íà ôîíå åùå áîëüøåãî êîëè÷åñòâà äðó-
ãèõ  áèîìîëåêóë.

Íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûì ìåòîäîì îïðåäåëåíèÿ
àêòèâíîñòè òåëîìåðàçû ÿâëÿåòñÿ ïðîòîêîë àìïëèôè-
êàöèè òåëîìåðíûõ ïîâòîðîâ (â äàëüíåéøåì ÒÐÀÏ-
òåñò), áëàãîäàðÿ íåêîòîðûì ìîäèôèêàöèÿì ïîëó÷èâ-
øèé âîçìîæíîñòè ïîëóêîëè÷åñòâåííîãî ìåòîäà. Ìå-
òîä ñîñòîèò èç òðåõ îñíîâíûõ øàãîâ: óäëèíåíèå ïðàé-
ìåðà òåëîìåðàçîé, àìïëèôèêàöèÿ ïîëó÷èâøåãîñÿ ïðî-
äóêòà (ïðîäóêòîâ) ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ (ïîëèìåðàçíàÿ
öåïíàÿ ðåàêöèÿ), èõ ðàçäåëåíèå è äåòåêöèÿ.

Âûáîð ìåòîäà  äåòåêöèè òåëîìåðàçíîé àêòèâíîñòè
îïðåäåëÿåòñÿ êà÷åñòâîì è êîëè÷åñòâîì îáðàçöîâ, äî-
ñòóïíîñòüþ îáîðóäîâàíèÿ è ðåàãåíòîâ, âðåìåíåì, îò-
âîäèìûì íà àíàëèç. Â ñèëó ýòîãî ðàçâèòèå ïîëó÷èë
ðÿä ìåòîäîâ.

Ìåòîä ñâÿçûâàíèÿ ñî ñöèíöèëëÿíòîì (SPA-ïðîòî-
êîë) ïîçâîëÿåò óâåëè÷èòü ñêîðîñòü àíàëèçà òåëîìå-
ðàçíîé àêòèâíîñòè. Åãî íåäîñòàòêîì ÿâëÿåòñÿ íåîá-
õîäèìîñòü ðàáîòû ñ òðèòèåì [6]. Áîëåå áåçîïàñíà
ìîäèôèêàöèÿ ÒÐÀÏ-òåñòà, â êîòîðîé èñïîëüçóåòñÿ
ìåòîä “çàùèòû ãèáðèäèçàöèåé”, ò.å. äëÿ äåòåêöèè
ïðîäóêòîâ àìïëèôèêàöèè ïðèìåíÿþò çîíäû, ìå÷åí-
íûå êîâàëåíòíî ñâÿçàííûì àêðèäèíîì [7]. Äðóãîé
ïîäõîä ñîñòîèò âî âñòðàèâàíèè ôëóîðåñöåíòíûõ êîì-
ïîíåíòîâ â îáðàòíûå ïðàéìåðû. Èõ ðàçâèòèå ïðèâå-
ëî ê èñïîëüçîâàíèþ ïðàéìåðîâ ñ ýíåðãîïåðåíîñîì.
Ôëóîðåñöåíöèÿ ïîÿâëÿåòñÿ òîëüêî â ñëó÷àå âñòðàèâà-
íèÿ ïðàéìåðà â ïðîäóêò [8]. Ñóùåñòâóåò âàðèàíò
ÒÐÀÏ, îñíîâàííûé íà èììóíîôåðìåíòíîé äåòåêöèè.
Îòíîñèòåëüíî ÒÐÀÏ-ìåòîäà, îñíîâàííîãî íà ðàçäå-
ëåíèè ïðîäóêòîâ àìïëèôèêàöèè â ãåëå, îí áîëåå ÷óâ-
ñòâèòåëüíûé è áûñòðûé. Íåäîñòàòîê ýòîãî ìåòîäà
ñîñòîèò â òîì, ÷òî èç-çà îòñóòñòâèÿ âíóòðåííèõ êîí-
òðîëåé ìîãóò âîçíèêíóòü ñëîæíîñòè ñ ðàçäåëåíèåì
òåëîìåðàçà-ïîëîæèòåëüíûõ è òåëîìåðàçà-îòðèöà-
òåëüíûõ êîíòðîëåé [8], è ìîãóò ïîÿâèòüñÿ ëîæíîïî-
ëîæèòåëüíûå ñèãíàëû.

“Äâóõïðàéìåðíûé” ÒÐÀÏ ÿâëÿåòñÿ ìîäèôèêàöèåé
ñòàíäàðòíîãî ÒÐÀÏ-ìåòîäà ñ äâóìÿ îáðàòíûìè
ïðàéìåðàìè ðàçíîé äëèíû äëÿ ÏÖÐ, ïðåäíàçíà÷åííîé
äëÿ óìåíüøåíèÿ ëîæíûõ ñèãíàëîâ. Ïðåèìóùåñòâî
ýòîãî ìåòîäà â òîì, ÷òî áëàãîäàðÿ íèçêîé êîíöåíòðà-
öèè äëèííîãî ïðàéìåðà óìåíüøàåòñÿ êîëè÷åñòâî ïðî-
äóêòîâ âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó ïðàéìåðàìè, à áëàãî-
äàðÿ ïðèñóòñòâèþ ñòàíäàðòíîãî êîëè÷åñòâà êîðîòêîãî
ïðàéìåðà äîñòèãàåòñÿ çíà÷èòåëüíàÿ ñòåïåíü àìïëèôè-
êàöèè òåëîìåðàçíûõ ïðîäóêòîâ [9].

Êîìáèíàöèÿ ñòàíäàðòíîãî ÒÐÀÏ-ìåòîäà ñ ÏÖÐ â
ðåàëüíîì âðåìåíè è èñïîëüçîâàíèå îñíîâàííûõ íà
ôëóîðåñöåíöèè ìåòîäîâ äåòåêöèè (íàïðèìåð, Sybr
green) äåëàåò ýòîò ïîäõîä áåçîïàñíûì è êîëè÷å-
ñòâåííûì. Ïîýòîìó åãî ìîæíî ïðèìåíÿòü äëÿ èçó÷å-
íèÿ èíãèáèòîðîâ òåëîìåðàçû è àíàëèçà áîëüøèõ ñåðèé
îáðàçöîâ [8]. Ñðàâíåíèå ñ òðàäèöèîííûì ÒÐÀÏ ïîêà-
çûâàåò, ÷òî ïîñëåäíèé ìîæåò çàâûøàòü òåëîìåðàç-
íóþ àêòèâíîñòü è ñãëàæèâàòü íåáîëüøèå îòëè÷èÿ â
àêòèâíîñòè èç-çà íàñûùåíèÿ ÏÖÐ-ðåàêöèè íà ïîñëåä-
íèõ öèêëàõ. Îäíàêî ýòîò âàðèàíò ÒÐÀÏ, êàê è âñå
ìåòîäû áåç ðàçäåëåíèÿ ïðîäóêòîâ ÏÖÐ â ãåëå, èìå-
åò âûñîêèé óðîâåíü ëîæíîïîëîæèòåëüíûõ ñèãíàëîâ,
ïîÿâëÿþùèõñÿ èç-çà ñàìîîòæèãà ïðàéìåðîâ.

Îïóõîëåâûå òêàíè ñîñòîÿò èç íåñêîëüêèõ òèïîâ
êëåòîê è ìîãóò ñîäåðæàòü âåùåñòâà, âëèÿþùèå íà
êîëè÷åñòâåííóþ è äàæå êà÷åñòâåííóþ îöåíêó òåëî-
ìåðàçíîé àêòèâíîñòè. Â ÒÐÀÏ-ìåòîäå ñ ýêñòðàêöè-
åé ìàãíèòíûìè øàðèêàìè ïåðåä ÏÖÐ èçîëèðóþò
ïîëó÷åííûé ïðîäóêò òåëîìåðàçû îò ïðèìåñåé: ïðî-
äóêòû ðåàêöèè óäëèíåíèÿ îáðàáàòûâàþò
(CCCTAA)2 (Ñ-áîãàòûì áèîòèíèëèðîâàííûì ïðàé-
ìåðîì) è îòäåëÿþò îò íåáèîòèíèëèðîâàííûõ ïðî-
äóêòîâ ñ ïîìîùüþ ïîêðûòûõ ñòðåïòàâèäèíîì ìàã-
íèòíûõ øàðèêîâ. Ïî ñðàâíåíèþ ñî ñòàíäàðòíûì
ÒÐÀÏ ýòà ìîäèôèêàöèÿ èìååò íà ïîðÿäîê ìåíü-
øóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê èíãèáèòîðàì ÏÖÐ è áîëü-
øóþ ýôôåêòèâíîñòü ïðè àíàëèçå òêàíåâûõ è äðóãèõ
êîìïëåêñíûõ îáðàçöîâ [10].

Òàêèì îáðàçîì, íàèáîëåå äîñòîâåðíóþ èíôîðìà-
öèþ î íàëè÷èè òåëîìåðàçíîé àêòèâíîñòè â êëèíè÷åñ-
êèõ îáðàçöàõ ìîæåò äàòü ìåòîä ÒÐÀÏ, îäíàêî äëÿ
èçáåæàíèÿ ïîÿâëåíèÿ ëîæíîïîëîæèòåëüíûõ ñèãíàëîâ
íåîáõîäèìî ðàçäåëåíèå ïðîäóêòîâ àìïëèôèêàöèè â
ãåëå [11]. Ïðè ýòîì ðàäèîàêòèâíûé âàðèàíò ìåòîäà
ÿâëÿåòñÿ äîñòàòî÷íî òðóäîåìêèì, à îïòèìàëüíûì
ïðåäñòàâëÿåòñÿ ìåòîä ñ ðàçäåëåíèåì ÏÖÐ-ïðîäóê-
òîâ â ãåëå ïðè íåðàäèîàêòèâíîì îêðàøèâàíèè [12],
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íî è îí òðåáóåò îïòèìèçàöèè ïðè èññëåäîâàíèè
êîíêðåòíîãî òèïà ðàêà.

Ìåòîäèêè
Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ìàòåðèàëû îò áîëüíûõ ðà-

êîì øåéêè ìàòêè, ïîëó÷åííûå ïîñëå ïëàíîâûõ õèðóð-
ãè÷åñêèõ âìåøàòåëüñòâ â êëèíèêàõ ÃÓ ÐÎÍÖ èì.
Í.Í. Áëîõèíà ÐÀÌÍ. Ìàòåðèàëû âåðèôèöèðîâàëè ïî
ïàòîìîðôîëîãè÷åñêèì êðèòåðèÿì è õðàíèëè â æèäêîì
àçîòå.

Ïðèãîòîâëåíèå êîíòðîëüíûõ ýêñòðàêòîâ.
Êëåòêè êëåòî÷íûõ ëèíèé ñìûâàëè ñ ïîäëîæêè ðà-
ñòâîðîì òðèïñèíà è îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì
(10 ìèí, 2000g). Äâàæäû ïðîìûâàëè ôîñôàòíî-ñîëå-
âûì áóôåðîì (1,7ìM KH2PO4, 5,2 ìM Na2HPO4,
150 ìM NaCl ). Ðåñóñïåíäèðîâàëè â ëèçèðóþùåì áó-
ôåðå: 10 ìÌ Òðèñãèäðîêñèìåòèëàìèíîìåòàí-HCl
(Òðèñ-HCl), ðÍ 7,5; 1,0 ìÌ MgCl2; 1 ìÌ ÝÃÒÀ (ýòè-
ëåíãëèêîëüòåòðààöåòàò, 5 ìÌ β-ìåðêàïòîýòàíîë,
5% ãëèöåðèí, 0,5% ×ÀÏÑ (3-((3-õîëàìèäîïðîïèë)äè-
ìåòèëàììîíèé)-1-ïðîïàíñóëüôîíàò); 0,1 ìÌ ÔÌÑÔ
(ôåíèëìåòèëñóëüôîíèëôëþîðèä), 1 ìë íà 0,3–10 ìëí
êëåòîê, â çàâèñèìîñòè îò íåîáõîäèìîé êîíöåíòðàöèè.
Èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí âî ëüäó. Öåíòðèôó-
ãèðîâàëè 10 ìèí ïðè 4°Ñ íà 16000 g è îòáèðàëè íàäî-
ñàäî÷íûé ðàñòâîð. Ýêñòðàêò äåëèëè íà àëèêâîòû è
çàìîðàæèâàëè â æèäêîì àçîòå.

Ïðèãîòîâëåíèå ýêñòðàêòîâ èç îáðàçöîâ îïåðà-
öèîííûõ ìàòåðèàëîâ. Çàìîðîæåííûå îáðàçöû òêà-
íåé (~0,01–0,10 ã) ðàçðóøàëè äî êëåòî÷íîãî ðàçìåðà
íà äèñìåìáðàòîðå “Micro-Dismembrator U” ôèðìû
“B. Braun Biotech International” ïðè îõëàæäåíèè
æèäêèì àçîòîì. Åñëè îáðàçåö áûë ìåíüøå 0,05 ã, òî
ê íåìó â êþâåòó äîáàâëÿëè 10 ìêë çàìîðîæåííîãî
ëèçèðóþùåãî áóôåðà. Â ãîìîãåíèçàòîð Äàóíñà âî
ëüäó íàëèâàëè 1,5–2,0 ìë ëèçèðóþùåãî áóôåðà íà
0,1 ã òêàíè, õîëîäíûì øïàòåëåì (N2) ñîñêðåáàëè ïî-
ðîøîê èç êþâåòû è âûñûïàëè â ãîìîãåíèçàòîð Äàóí-
ñà, ïðîêà÷èâàëè Äàóíñ 5–7 ðàç ïåñòèêîì “B”. Ïåðåíî-
ñèëè â ïðîáèðêó îáúåìîì 1,5 ìë è îñòàâëÿëè âî
ëüäó íà 30 ìèí. Îáðàçöû öåíòðèôóãèðîâàëè (16000g,
15 ìèí, 4°Ñ). Íàäîñàäî÷íûé ðàñòâîð ðàçäåëÿëè íà
àëèêâîòû, çàìîðàæèâàëè â æèäêîì àçîòå è õðàíèëè
ïðè –80°Ñ.

Ýêñòðàêò íîðìèðîâàëè ïî êîëè÷åñòâó ñóììàðíîãî
áåëêà, êîòîðîå îïðåäåëÿëè ìåòîäîì Áðåäôîðäà. Äëÿ
ïðîâåäåíèÿ ðåàêöèè îïðåäåëåíèÿ òåëîìåðàçíîé àêòèâ-
íîñòè áðàëè äëÿ êàæäîãî îïûòà îäèíàêîâîå êîëè÷å-
ñòâî (0,5 èëè 5 ìêã) ýêñòðàêòà èç ðàçíûõ òêàíåé.

Ïðîâåäåíèå ÒÐÀÏ-òåñòà. ÒÐÀÏ-òåñò ïðîâîäè-
ëè, êàê îïèñàíî ðàíåå [3], ñ íåêîòîðûìè ìîäèôèêà-
öèÿìè. Íà ïåðâîì ýòàïå ãîòîâèëè ñìåñü N1:
49 ìêë ñìåñè ÒÐÀÏ, ñîäåðæàùåé ÒÐÀÏ-áóôåð
[20 ìM Õåïåñ-KOH (Õåïåñ-N-ãèäðîêñèýòèëïèïåðà-
çèí-N-ýòàíñóëüôîíàò)]; 1,5 ìM MgCl2; 63 ìM KCl;
1ìM ÝÃÒÀ; 0,1 ìã/ìë áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëü-
áóìèíà; 0,005% v/v ïîëèîêñèýòèëåí(20)ñîðáèòàí
ìîíîëàóðàòà; 20 ìêM äÍÒÔ, çà èñêëþ÷åíèåì
äÃÒÔ; 4 ìêM äÃÒÔ; 1,6 ìêÌ îëèãîíóêëåîòèäà ÒÑ
(aatccgtcgagcagagtt) è ýêñòðàêò êëåòîê êëåòî÷íûõ
ëèíèé èëè òêàíåé. Ðåàêöèîííóþ ñìåñü èíêóáèðîâà-
ëè â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 30°Ñ.

Íà âòîðîì ýòàïå ê ñìåñè äîáàâëÿëè 2 åä. Taq-
ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû (“Õåëèêîí”); 0,1 ìêã îëèãîíóêëåî-
òèäà ACX, gcgcggcttacccttacccttaccctaacc, 2 ìêÊè
[α-32P]äÃÒÔ (3000 Êè/ììîëü,“Amersham”) è ïðîâî-
äèëè ÏÖÐ ïî ñëåäóþùåé ñõåìå: 35 c (94°Ñ), 35 ñ
(50°Ñ), 90 ñ (72°Ñ) (30 öèêëîâ, àìïëèôèêàòîð
Mastercycler (“Eppendorf”, Ãåðìàíèÿ)).

Íà òðåòüåì ýòàïå ê ïîëó÷åííîìó ïîñëå àìïëèôè-
êàöèè ðàñòâîðó ñìåñè ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ äîáàâëÿëè
äåèîíèçèðîâàííóþ âîäó äî îáúåìà 100 ìêë è ïîñëå-
äîâàòåëüíî ýêñòðàãèðîâàëè 100 ìêë ôåíîëà, íàñû-
ùåííîãî ÒÅ-áóôåðîì (10 ìÌ Òðèñ-ÍÑl (ðÍ 7,5),
1ìÌ ýòèëåíäèàìèíòåòðàóêñóñíàÿ êèñëîòà (ÝÄÒÀ)),
ïîâòîðÿëè ýêñòðàêöèþ. Äîáàâëÿëè 10 ìêë 3 Ì
NaOAc è 300 ìêë 96%-ãî ýòàíîëà. Ñìåñü èíêóáèðî-
âàëè 5 ìèí â æèäêîì àçîòå èëè 30–60 ìèí ïðè
–20°Ñ è îñàæäàëè ÄÍÊ-öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè
14000 îá/ìèí â òå÷åíèå 15 ìèí. Îñàäîê ÄÍÊ ïðî-
ìûâàëè 100 ìêë 80%-ãî ðàñòâîðà ýòàíîëà, ïîäñóøè-
âàëè íà âîçäóõå â òå÷åíèå 15–20 ìèí è ðàñòâîðÿëè
â 16 ìêë ôîðìàìèäíîé êðàñêè. Äåíàòóðèðîâàëè ÄÍÊ
âûäåðæèâàíèåì 3–4 ìèí ïðè 95°Ñ ñ ïîñëåäóþùèì
îõëàæäåíèåì âî ëüäó, 8 ìêë ðàñòâîðà íàíîñèëè íà
ïîëèàêðèëàìèäíûé 10%-é ãåëü (7 Ì ìî÷åâèíà; àê-
ðèëàìèä: áèñ-àêðèëàìèä (1:19, 10%), ÒÂÅ 1õ (0,1 M
Tðèñ; 0,1 M H3BO3; 2 ìM Na2 ÝÄÒÀ); 0,1%
TEMED (N,N,N′,N′-Òåòðàìåòèëýòèëåíäèàìèí), 0,1%
ïåðñóëüôàòà àììîíèÿ ). Â êà÷åñòâå ýëåêòðîäíîãî
áóôåðà èñïîëüçîâàëè TBE 1x. Ïðîâîäèëè ýëåêòðîôî-
ðåç, ïîêà êñèëåíöèàíîë íå ïðîéäåò 15–20 ñì. Êñè-
ëåíöèàíîë íà ãåëå ñîîòâåòñòâóåò ïðèìåðíî âòîðîìó
ïîâòîðó íà ðåíòãåíîâñêîì ñíèìêå. Ãåëü çàñóøèâàëè
è ôîòîãðàôèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ôîñôîðèìèäæåðà
(“Fuji”).

Ïðè èñïîëüçîâàíèè ÒÐÀÏ-òåñòà íà êëåòî÷íûõ ëè-
íèÿõ áåç ðàäèîàêòèâíîé ìåòêè íà ïåðâîì ýòàïå ïðè-
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ëèâàëè äÃÒÔ â òîì æå êîëè÷åñòâå, ÷òî è îñòàëüíûå
äÍÒÔ. Íà âòîðîì ýòàïå íå ïðèëèâàëè [α-32P]äÃÒÔ.
Ïîñëå ÏÖÐ ïðåïàðàò áåç î÷èñòêè ôåíîëîì ðàçäåëÿëè
ñ ïîìîùüþ 20%-ãî íåäåíàòóðèðóþùåãî ïîëèàêðèë-
àìèäíîãî ãåëÿ (àêðèëàìèä: ÂIS-àêðèëàìèä (1:19, 20%),
0,1% ÒÂÅ1õ TEMED, 0,1% ïåðñóëüôàòà àììîíèÿ)
äëèíîé 80 ìì. Â êà÷åñòâå ýëåêòðîäíîãî áóôåðà èñ-
ïîëüçîâàëè TBE 1x. Ãåëü îêðàøèâàëè ðàñòâîðîì Sybr
green (êîíöåíòðàò â äèìåòèëñóëüôîêñèäå ôèðìû
“Sigma-Aldrich”, ðàçâåäåííûé â 10000 ðàç 0,1 Ì áó-
ôåðîì Tðèñ-HCl c pH 8,5). Îêðàñêó äåòåêòèðîâàëè ñ
ïîìîùüþ ôîñôîðèìèäæåðà.

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòü
Ìû ïðîâåëè ñðàâíåíèå ÷óâñòâèòåëüíîñòè ìåòîäîâ

îïðåäåëåíèÿ òåëîìåðàçíîé àêòèâíîñòè â ðàäèîàêòèâ-
íîì âàðèàíòå è ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîé äåòåêöèè
ñ óïðîùåííûì ñïîñîáîì ðàçäåëåíèÿ ïðîäóêòîâ àì-
ïëèôèêàöèè. Äëÿ ýòîãî áûëè èñïîëüçîâàíû êëèíè÷åñ-
êèå îáðàçöû ðÿäà ïîðàæåíèé øåéêè ìàòêè, ïî÷åê è
ëåãêîãî. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 1, 2.

Â ïåðâóþ î÷åðåäü ìû ðàçðàáîòàëè îïòèìàëüíûé
ìåòîä ïðîáîïîäãîòîâêè, ïîçâîëÿþùèé èññëåäîâàòü
ìèíèìàëüíîå êîëè÷åñòâî òêàíåâîãî îáðàçöà. Äëÿ ýòî-
ãî èñïîëüçîâàëè ìåõàíè÷åñêèé äèñìåìáðàòîð è ïî-
ñëåäóþùóþ îáðàáîòêó â ãîìîãåíèçàòîðå Äàóíñà â
ïðèñóòñòâèè áóôåðà ñ ìÿãêèì äåòåðãåíòîì [3], ÷òî
ïîçâîëÿåò ïîëó÷àòü áîëåå ñòàáèëüíûå ðåçóëüòàòû, íå-
æåëè ðó÷íîå ïåðåòèðàíèå çàìîðîæåííûõ îáðàçöîâ ñ
ïîñëåäóþùåé èëè îäíîâðåìåííîé îáðàáîòêîé áóôå-
ðîì ñ ìÿãêèì äåòåðãåíòîì. Â îòëè÷èå îò äðóãèõ
ìåòîäîâ, â ýòèõ óñëîâèÿõ ìîæíî ðàçðóøàòü äàæå
î÷åíü ìàëåíüêèå îáðàçöû (íàïðèìåð, áèîïòàòû) áåç

ïîòåðè ìàòåðèàëà çà ñ÷åò èñïîëüçîâàíèÿ â ñëó÷àå
îáðàçöîâ ìåíüøå 0,05 ã çàìîðîæåííîãî ëèçèðóþùåãî
áóôåðà â êà÷åñòâå íîñèòåëÿ.

Äëÿ òîãî ÷òîáû áåç äîïîëíèòåëüíûõ ñòàäèé è êîí-
òðîëÿ ó÷åñòü âëèÿíèå ñîäåðæàùèõñÿ â ýêñòðàêòå âå-
ùåñòâ íà êîëè÷åñòâåííóþ è êà÷åñòâåííóþ îöåíêó
òåëîìåðàçíîé àêòèâíîñòè, à òàêæå ó÷åñòü âîçìîæíîå
èíãèáèðîâàíèå ÏÖÐ è ïðåíåáðå÷ü òåëîìåðàçíîé àê-
òèâíîñòüþ êðîâè, ìû ïðîâîäèëè àíàëèç ïî íåñêîëü-
êèì òî÷êàì ñ äîáàâëåíèåì 0,5–5,0 ìêã ñóììàðíîãî
áåëêà â îáðàçöå ðåàêöèîííîé ñìåñè (ò.å. îïòèìàëü-
íûé äèàïàçîí êîíöåíòðàöèé ñîñòàâèë 2–100 ìêã/ìë).

Ñåðèÿ îáðàçöîâ ïîðàæåíèé øåéêè ìàòêè áûëà èñ-
ñëåäîâàíà ñ ïîìîùüþ äâóõ ìîäèôèêàöèé ÒÐÀÏ-àíà-
ëèçà c ñèñòåìàìè äåòåêöèè, îñíîâàííûìè íà ïðèìå-
íåíèè ðàäèîàêòèâíîñòè ñ èñïîëüçîâàíèåì 32Ð-ñîäåð-
æàùåãî ðàäèîàêòèâíîãî äåçîêñèðèáîíóêëåîòèäà è íà-
áîðîâ äëÿ ãåëüýëåêòðîôîðåçà â äåíàòóðèðóþùèõ óñ-
ëîâèÿõ [3] è êðàñèòåëÿ Sybr green [12] ñ ðàçäåëåíè-
åì îáðàçöîâ íà ãåëÿõ ìàëîé ïëîùàäè ñ íåáîëüøîé
äëèíîé ïðîáåãà. Ìû ñðàâíèëè ýòè äâå ìåòîäèêè è
ïðèøëè ê âûâîäó, ÷òî îíè îáëàäàþò ïðàêòè÷åñêè îäè-
íàêîâîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ (ðèñ. 1, à, á). Êîëè÷å-
ñòâî è ðàçìåð àìïëèôèöèðîâàííûõ òåëîìåðíûõ  ïî-
âòîðîâ (òàê íàçûâàåìàÿ “ëåñåíêà”) âàðüèðóåò äëÿ
ðàçíûõ îïóõîëåâûõ îáðàçöîâ. Ýòî ìîæåò áûòü ñâÿ-
çàíî ñ ðàçíûì ñîîòíîøåíèåì ÷èñëà îïóõîëåâûõ êëå-
òîê ê îáùåìó ÷èñëó ñòðîìàëüíûõ è äðóãèõ íåîïóõî-
ëåâûõ êëåòîê â îáðàçöå, êîòîðûé èñïîëüçîâàëè äëÿ
àíàëèçà. Â òåõ æå óñëîâèÿõ áûëè âûáðàíû äëÿ àíàëè-
çà íåñêîëüêî îáðàçöîâ îïóõîëè ïî÷åê è ëåãêîãî. Äàí-
íûå ïî òåñòèðîâàíèþ òåëîìåðàçíîé àêòèâíîñòè ïðåä-
ñòàâëåíû íà ðèñ. 2.

Ðèñ.1. Ñðàâíåíèå ñåðèè ÷åòûðåõ ïîðàæåíèé øåéêè ìàòêè, ïðîàíàëèçèðîâàííûõ â íàøèõ óñëîâèÿõ íà ìàëîì
ãåëå ñ îêðàøèâàíèåì Sybr I (ïàíåëü à) è ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàäèîàêòèâíîé ìåòêè è ñèêâåíñíîãî ãåëÿ (ïàíåëü
á); 1, 2, 3, 4 – îáðàçöû òêàíåé, (+) – êîíòðîëü ñ ýêñòðàêòîì êëåòîê òåëîìåðàçà-ïîëîæèòåëüíîé

êëåòî÷íîé ëèíèè, (–) – êîíòðîëü áåç îáðàçöà

                                                             à                                                                      á
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Îáñóæäåíèå ðåçóëüòàòîâ
Äëÿ èçìåðåíèÿ òåëîìåðàçíîé àêòèâíîñòè  íåîáõîäè-

ìî, âî-ïåðâûõ, ïîëó÷èòü êëåòî÷íûé ýêñòðàêò èç îïó-
õîëåâîãî îáðàçöà, ïðè ýòîì ñîõðàíèâ àêòèâíîñòü òå-
ëîìåðàçû, è,  âî-âòîðûõ, ïðîâåñòè ðåàêöèþ óäëèíåíèÿ
òåëîìåðíîãî ñóáñòðàòà è äåòåêòèðîâàòü ñèãíàë àì-
ïëèôèêàöèè. Ïîëó÷åíèå  àêòèâíîãî êëåòî÷íîãî ýêñò-
ðàêòà èç îïóõîëåâûõ îáðàçöîâ ìû îïòèìèçèðîâàëè
ðàíåå äëÿ îáðàçöîâ ðàêà øåéêè ìàòêè [11]. Ïîñëå
ïðîâåäåíèÿ ðåàêöèè óäëèíåíèÿ òåëîìåðíîãî ñóáñòðàòà
òåëîìåðàçîé â êëåòî÷íîì ýêñòðàêòå íåîáõîäèìî ïðî-
âåñòè ðàçäåëåíèå ïðîäóêòîâ ðåàêöèè è èõ ïîñëåäóþ-
ùóþ äåòåêöèþ. Ïåðåõîä îò ðàçäåëåíèÿ ïðîäóêòîâ
ðåàêöèè â äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ  ê êîðîòêîìó
íåäåíàòóðèðóþùåìó ãåëþ ïîçâîëÿåò ñóùåñòâåííî
ñîêðàòèòü âðåìÿ è ñòîèìîñòü ýêñïåðèìåíòà, îïòèìè-
çèðóÿ òàêèì îáðàçîì óñëîâèÿ ïðîâåäåíèÿ ýêñïåðèìåí-
òà. Ñðàâíåíèå âàðèàíòîâ äåòåêöèè ïðîäóêòîâ óäëèíå-
íèÿ òåëîìåðàçîé ñóáñòðàòà â ýêñòðàêòàõ îïóõîëåâûõ
ïîðàæåíèé áûëî ïðîâåäåíî íà îáðàçöàõ îïåðàöèîííûõ
ìàòåðèàëîâ, ñîäåðæàùèõ ðàçíûå òèïû êëåòîê è áèî-
ëîãè÷åñêèå ïðèìåñè. Ñðàâíåíèå äåòåêöèè ñ ïîìîùüþ
îêðàøèâàíèÿ ïðîäóêòîâ ðåàêöèè ôëóîðåñöåíòíûì êðà-
ñèòåëåì è íà îñíîâå ðàäèîàâòîãðàôèè ïîêàçàëî îäè-
íàêîâóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü îáîèõ ïîäõîäîâ (ðèñ. 1),
÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î âîçìîæíîñòè çàìåíû ðàäèîàâ-
òîãðàôèè íà áîëåå áåçîïàñíóþ äåòåêöèþ. Ìåòîä èç-
ìåðåíèÿ òåëîìåðàçíîé àêòèâíîñòè ñ ðàçäåëåíèåì ïðî-
äóêòîâ óäëèíåíèÿ òåëîìåðíîãî ñóáñòðàòà òåëîìåðàçîé
â íåäåíàòóðèðóþùåì ãåëå ñ êîðîòêèì ïðîáåãîì è äå-
òåêöèåé ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì áûë èñïîëüçî-

Ðèñ. 2. ÒÐÀÏ-àíàëèç îáðàçöîâ íîðìàëüíûõ è îïóõîëåâûõ òêàíåé ëåãêîãî è ïî÷åê. 2, 4, 6, 8 – îáðàçöû
îïóõîëåé; 1, 3, 5, 7 – îáðàçöû ñîîòâåòñòâóþùèõ óñëîâíî-íîðìàëüíûõ òêàíåé;  1, 2, 3, 4 – òêàíè
ëåãêîãî, 5, 6, 7, 8 – òêàíè ïî÷åê. (+) – êîíòðîëü ñ ýêñòðàêòîì êëåòîê òåëîìåðàçà-ïîëîæèòåëüíîé

êëåòî÷íîé ëèíèè, (–) – êîíòðîëü áåç îáðàçöà

âàí äëÿ äðóãèõ òèïîâ îïóõîëåâûõ ïîðàæåíèé (ðèñ. 2).
Òåëîìåðàçíàÿ àêòèâíîñòü ïðè àíàëèçå îïóõîëåâûõ îá-
ðàçöîâ ïî÷åê è ëåãêîãî ïðåäïîëàãàåò øèðîêîå ïðèìå-
íåíèå ìåòîäà è âîçìîæíîñòü ïåðåíîñà ìåòîäèêè ïðî-
áîïîäãîòîâêè, îòðàáîòàííîé äëÿ îäíîãî òèïà îïóõîëå-
âûõ ïîðàæåíèé, íà äðóãèå. Íà ðèñ. 2 âèäíî, ÷òî áî-
ëåå âûñîêàÿ “ëåñåíêà” ïðè äåòåêöèè òåëîìåðàçíîé
àêòèâíîñòè â îïóõîëåâîì îáðàçöå ïî÷êè ïðè áîëåå
íèçêîì ñóììàðíîì êîëè÷åñòâå ýêñòðàêòà, âíîñèìîãî â
ðåàêöèþ, ñâèäåòåëüñòâóåò î ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðà
òåëîìåðàçíîé àêòèâíîñòè â ýòîì òèïå ýêñòðàêòà. Íà
ðèñ. 2 òàêæå âèäíî, ÷òî â ñëó÷àå ïîðàæåíèÿ òêàíåé
ïî÷êè òåëîìåðàçíàÿ àêòèâíîñòü äåòåêòèðóåòñÿ òîëüêî
â îäíîì èç îïåðàöèîííûõ îáðàçöîâ, ÷òî ãîâîðèò î íå-
îáõîäèìîñòè íàáîðà ñòàòèñòè÷åñêèõ äàííûõ èçìåðå-
íèÿ òåëîìåðàçíîé àêòèâíîñòè â îïóõîëåâûõ ïîðàæåíè-
ÿõ ýòîãî òèïà, à òàêæå î íåîáõîäèìîñòè ïðîâåðêè áî-
ëåå øèðîêîé êîíöåíòðàöèîííîé çàâèñèìîñòè îò êîëè÷å-
ñòâà âíîñèìîãî â ðåàêöèþ ýêñòðàêòà.

Çàêëþ÷åíèå
Èñïîëüçîâàíèå ìåòîäà èçìåðåíèÿ òåëîìåðàçíîé

àêòèâíîñòè ñ ðàçäåëåíèåì ïðîäóêòîâ óäëèíåíèÿ òå-
ëîìåðíîãî ñóáñòðàòà òåëîìåðàçîé â íåäåíàòóðèðóþ-
ùåì ãåëå ñ êîðîòêèì ïðîáåãîì è äåòåêöèåé ôëóî-
ðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì âîçìîæíî äëÿ ðàçíûõ òèïîâ
îïóõîëåâûõ ïîðàæåíèé. Òàêàÿ êîìáèíàöèÿ ìåòîäîâ
ðàçäåëåíèÿ è äåòåêöèè äåëàåò èçìåðåíèå òåëîìåðàç-
íîé àêòèâíîñòè áîëåå äîñòóïíûì äëÿ øèðîêîãî èñ-
ïîëüçîâàíèÿ.

Äàííàÿ ðàáîòà áûëà ïðîâåäåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå â ðàìêàõ ãîñóäàðñòâåííîãî êîíòðàêòà
¹ 02.512.11.2243 è ãîñóäàðñòâåííîãî êîíòðàêòà ¹ Ï1390 îò 02.09.2009.
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OPTIMIZED DETECTION METHOD OF TELOMERASE ACTIVITY IN
CANCER DIAGNOSTIC

D.A. Skvortsov, M.I. Zvereva, M.P. Rubtsova,  L.S. Pavlova, A.A. Petrenko,
F.L. Kisseljov, O.A. Dontsova
(Division of Chemical Enzymology; Institute of Carcinogenesis, NN Blokhin Cancer Research
Center, Russian Academy of Medical Sciences, Moscow, Russia)

Telomerase is a ribonucleoprotein complex, which copy an internal RNA template to synthesize
telomere DNA, which are shortened during cell divisions. Telomerase active in about 80-90% of
cancers, but not in most of somatic tissues. We optimized conditions for extraction from small
tissue samples (<0,05 g) and selected optimal concentrations of tissue extract concentration for
cervical lesions. Two concentations of extracts in reaction were used to take into account in-
sample inhibitors. We use these conditions for several cancerous and normal samples of lung and
kidney, these conditions are identical for different types of cancer.  There are a lot of
investigations of telomerase activity using different types of TRAP (Telomere Repeat
Amplification Protocol). The question of this study is could we compare results for clinical
materials received by TRAP with radioactive and Sybr green detection. We compare this two types
of detection on the several samples of cervical intraepithelial neoplasias and conclude, that
sensibility is equal.

Key words: Telomerase activity measurement assay,  TRAP assay, cervical cancer, kidney
cancer, lung cancer, telomerase.
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