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Теломераза – рибонуклеопротеиновый комплекс, основными компонентами которого являются
теломеразная РНК и обратная транскриптаза. Ранее в нашей лаборатории показано, что теломераз-
ная РНК человека содержит открытую рамку считывания, первым нуклеотидом которой является
аденин в положении 176. Открытая рамка считывания кодирует белок hTERP, и делеция нуклеоти-
дов 184–188 теломеразной РНК человека нарушает открытую рамку считывания и приводит к от-
сутствию hTERP. Теломеразная РНК человека имеет консервативную структуру, изменения в кото-
рой влияют на активность теломеразы. В настоящей работе мы показали, что делеция нуклеотидов
184–188 теломеразной РНК не влияет на функционирование теломеразы.
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ВВЕДЕНИЕ

Теломераза – это рибонуклеопротеиновый
комплекс, участвующий в достраивании конце-
вых участков линейных хромосом эукариот – те-
ломер, укорочение которых происходит во время
каждого цикла клеточного деления в результате
недорепликации, а также действия нуклеаз [1]. В
состав теломеразного комплекса входят РНК и
ряд белков, однако для каталитической активно-
сти теломеразы необходимы два основные ком-
понента: теломеразная РНК (TR) и теломеразная
обратная транскриптаза (TERT) [2]. TERT удли-
няет 3'- выступающий конец ДНК, используя TR
в качестве матрицы для синтеза теломерных по-
второв. Кроме функции матрицы, TR также игра-
ет важную роль в процессах локализации и сбор-
ки всего теломеразного комплекса [3].

Удлинение теломер необходимо клеткам с вы-
соким пролиферативным потенциалом и ассоци-
ированно с экспрессией TERT. В процессе диф-
ференцировки происходит инактивация тран-
скрипции TERT [4] в большинстве соматических
клеток. Активно делящиеся клетки, такие как по-
ловые и стволовые, поддерживают экспрессию
TERT. Увеличение пролиферативного потенциа-
ла клеток в случае раковой трансформации, ак-
тивации иммунного ответа и в процессах регене-
рации ассоциировано с активацией экспрессии
гена hTERT [1]. Экспрессия гена TERC, кодирую-
щего РНК-компонент теломеразы, обнаружена
практически во всех клетках вне зависимости от
их пролиферативного статуса, так как помимо
участия в теломеразном комплексе, TR выполня-
ет ряд неканонических функций [5]. Во вторич-
ной структуре TR выделяют четыре консерватив-
ных домена: псевдоузел (включающий матрицу),
консервативные области 4 и 5 (CR4/CR5),
H/ACA-бокс и CR7 (рис. 1) [3]. Для активности
теломеразы решающее значение имеют псевдо-
узел, содержащий матрицу для синтеза теломер, и
область CR4/CR5, состоящая из спиралей P5, P6
и критически важной петли-спирали P6.1. Этих
структур вместе с TERT достаточно для активно-
сти теломеразного комплекса [6].

Долгое время теломеразную РНК считали не-
кодирующей РНК. Однако некоторые ее свой-
ства позволяют предположить кодирующий по-
тенциал. В процессе биогенеза hTR синтезирует-
ся длинный предшественник, который содержит
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m7G-кеп на 5'-конце и открытую рамку считыва-
ния (ОРС). Процессинг первичного транскрипта
РНК-экзосомой приводит либо к деградации,
либо к формированию hTR, входящей в состав
теломеразного комплекса. Небольшая доля тело-
меразной РНК в процессе биогенеза транспорти-
руется в цитоплазму, используя механизмы экс-
порта мРНК (рис. 1) [7, 8].

Ряд длинных некодирующих РНК (lncRNA), у
которых ранее не обнаруживалось способности к
кодированию белка, имеют открытые рамки счи-
тывания и способны кодировать небольшие пеп-
тиды [9]. Для некоторых пептидов установлены
функции, например миорегулин – образует еди-
ную трансмембранную альфа-спираль, которая
взаимодействует с SERCA (Са2+–АТФаза сарко-
плазматического ретикулума) в мембране сарко-
плазматического ретикулума и регулирует пере-
нос Ca2+ [10]; NoBody (неаннотированный поли-
пептид, диссоциирующий P-тело) – регулирует
количество P-телец в клетках, взаимодействуя с
декепирующими белками [11].

Есть примеры, когда можно разграничить
функции lncRNA и микропептида, который с нее
синтезируется: SPAR (малый регуляторный по-
липептид аминокислотного ответа) – взаимодей-

ствует с лизосомальной v-АТФазой, негативно
регулируя активацию mTORC1 [12], а также при-
нимает участие в регуляции эндотелиальных кле-
ток, причем микропептид и lncRNA в комплексе
с другими белками оказывают противоположное
действие на ангиогенез [13]; HOXB-AS3 – микро-
пептид подавляет рост рака толстой кишки [14], а
lncRNA – способствует пролиферации, миграции
и инвазии рака легких посредством активации
PI3K/AKT пути [15].

Ранее в нашей лаборатории показано, что те-
ломеразная РНК человека кодирует белок hTERP
[7], который защищает клетки в условиях индук-
ции апоптоза доксорубицином [7], а также при-
нимает участие в регуляции аутофагии [16]. Ме-
тодом CRISPR-Cas9 редактирования генома была
получена клеточная линия HEK293TdhTERP, в
которой удалены 5 нуклеотидов (184–188) после
стартового кодона AUG (расположены в P1-спи-
рали вторичной структуры TR, рис. 1) [7, 8]. Та-
кая мутация приводит к нарушению открытой
рамки считывания, а также может приводить к
изменению третичной структуры TR и влиять на
функционирование теломеразной РНК [17]. Из
литературных данных известно, что мутации в те-
ломеразной РНК могут приводить к изменению

Рис. 1. Схема вторичной структуры hTR (по [6, 7, 19]). (а) Общий вид вторичной структуры hTR. (б) Увеличенный
фрагмент спирали P1, красным выделен старт-кодон открытой рамки считывания, кодирующей белок hTERP; зеленой
рамкой выделены нуклеотиды, которые удалены в результате действия CRISPR-Cas9. (в) Схема, иллюстрирующая про-
цессинг и транспорт hTR; PAXT, PARN, NEXT, PHAX, PABPN1 – комплексы и белки, участвующие в процессинге hTR.
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активности теломеразы [18], что в свою очередь
может оказывать влияние на функционирование
клетки.

Для того чтобы удостовериться, что делеция
нуклеотидов 184–188 в hTR не оказывает влияния
на функционирование теломеразы, мы сравнили
уровень активности теломеразы, а также количе-
ство и локализацию каталитической субъедини-
цы теломеразы в hTERP-дефицитных клетках и
клетках дикого типа.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клеточные культуры
Клетки HEK293T (клетки почки эмбриона че-

ловека) выращивали в среде DMEM/F12 (Gibco)
с добавлением глутамакса (Thermo Fisher Scienti-
fic), 10% эмбриональной телячьей сыворотки
(FBS, Gibco), 100 единиц/мл пенициллина и
100 мкг/мл стрептомицина (Thermo Fisher Scien-
tific) при 37°C и 5% CO2. Конфлюентность и
жизнеспособность культур исследовали под ин-
вертированным микроскопом. Клетки были ис-
следованы на заражение микоплазмой и дали от-
рицательный результат (MycoReport, кат. номер
MR001, Евроген).

Клеточную линию НЕК293ТdhTERP получи-
ли при помощи технологии CRISPR/Cas9 ранее
[7, 16].

Метод TRAP (протокол амплификации 
теломерных повторов)

Используемая методика основана на работе
[20]. Осадок клеток, промытых холодным PBS,
лизировали буфером (10 мМ Tris-HCl, pH 7.5,
1 мМ MgCl2, 1мМ EGTA, 5 мМ β–меркаптоэта-
нол, 5% глицерин, 0.5% CHAPS, 0.1 мМ PMSF) на
льду в течение 30 мин. Полученные лизаты цен-
трифугировали при 14 000 g в течение 12 мин при
4°C. Супернатант отбирали и использовали сразу
или замораживали в жидком азоте и хранили при
–80°С. Концентрацию белка определяли мето-
дом Брэдфорда по А590 на Victor (PerkinElmer).
Для каждого образца в реакцию ПЦР в реальном
времени брали 0.5 и 1 мкг суммарного белка.
Опыт проводили трижды, каждый раз осуществ-
ляя по три повтора реакции TRAP для каждого
образца. Готовили реакционную смесь, содержа-
щую TRAP-буфер (20 мМ Tris-HCl pH 8.3, 1.5 мМ
MgCl2, 50 мМ KCl, 0.1 мг/мл БСА, 0.005% Tween-20),
dNTPs и праймер TS (5'-AATCCGTCGAGCA-
GAGTT-3'), добавляли к ней полученный лизат и
инкубировали в течение 30 мин на комнатной
температуре. Далее добавляли смесь ACX прай-
мера (5'-GCGCGGCTTACCCTTACCCTTAC-
CCTAACC-3'), Taq-полимеразы и SYBR Green.

ПЦР проводили в приборе CFX96 (Bio-Rad) со
следующими параметрами: 95°C в течение 3 мин,
далее 35 циклов: 95°C 25 с, 50°C 25 с, 72°C 90 с. В
каждом опыте в качестве контроля на контамина-
цию ставили реакции без лизатов.

Иммуноблотинг

Клетки промывали холодным PBS и лизирова-
ли на льду в течение 30 мин буфером NETN
(150 мМ NaCl, 1 мМ ЭДТА, 50 мМ Трис-HCl,
рН 7.5, 0.5% NP-40) с добавлением ингибитора
протеаз и фосфатаз (Halt Protease and Phosphatase
Inhibitor Cocktail (Promega)). Полученные лизаты
подвергали обработке ультразвуком в течение 15 с
и центрифугировали при 14 000 g в течение 10 мин
при 4°C. Концентрацию белка определяли мето-
дом Брэдфорда по А590 на Victor (PerkinElmer).
Равные количества белка (25 мкг на дорожку)
прогревали в Леммли буфере (50 mM Tris-HCl
(pH 6.8), 100 mM ДТТ, 2% SDS, 0.1% бромфено-
ловый синий, 10% глицерин) в течение 5 мин и
разделяли в 12% полиакриламидном геле в при-
сутствии додецилсульфата натрия в денатуриру-
ющих условиях. Иммуноблотинг проводили по
стандартной методике с использованием первич-
ных антител анти-hTERT (Ab32020; Abcam) и ан-
ти-GAPDH (Ab9485; Abcam), а также вторичные
антитела против кролика, конъюгированные с
пероксидазой хрена (7074; Cell Signaling Technolo-
gy). Визуализацию проводили при помощи набо-
ра SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity
Substrate (34096, ThermoFisher) в ChemiDoc XRS
System (Bio-Rad).

Цитохимия

Клетки выращивали на покровных стеклах,
покрытых полилизином. Отбирали среду и фик-
сировали в 4% формальдегиде в PBS в течение
10 мин. Далее клетки промывали PBS 3 раза по
10 мин. Пермеабилизацию проводили 0.5% три-
тон Х-100 в PBS в течение 15 мин при комнатной
температуре, промывали PBS 3 раза по 10 мин.
Далее инкубировали 1 ч при комнатной темпера-
туре в блокирующем растворе (PBS, 1% сыворо-
точный альбумин (БСА), 0.05% Tween20) и в тече-
ние ночи при 4°С с первичными антителами (ан-
ти-hTERT, ab5181, Abcam; разведение 1 : 200) в
блокирующем растворе. Клетки промывали
0.05% Tween20/PBS 5 раз по 5 мин и затем инкуби-
ровали со вторичными, конъюгированными с Cy5,
антителами против мыши (A10524, Invitrogen;
1 : 1000) в течение 1 ч при комнатной температуре.
Клетки снова промывали 0.05% Tween20/PBS 5 раз
по 5 мин. Покровные стекла с клетками помеща-
ли в Mowioil с DAPI на предметные стекла. Флуо-
ресцентные изображения получены с использо-
ванием системы Nikon-Ti-eclipse. Изображения
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были сделаны на объективе 40/0.95 и обработаны
с использованием стандартного программного
обеспечения NIS-Elements.

Статистический анализ

Статистический анализ проводили с исполь-
зованием программного обеспечения GraphPad
Prism 6.0 (GraphPad, США). Статистическую зна-
чимость определяли с помощью t-теста. Каждый
эксперимент повторяли не менее трех раз.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Открытая рамка считывания белка hTERP со-
держит 363 нуклеотида, первым из которых явля-
ется аденин в положении 176 гена hTERC. Белок,
содержащий 121 аминокислоту, может быть син-
тезирован в результате трансляции первичного
транскрипта теломеразной РНК, который не
подвергался процессингу для получения формы
hTR, ассоциированной с теломеразным комплек-
сом [7, 8]. В результате редактирования гена
hTERC в клетках линии НЕК293Т методом CRISPR-
Cas9 были удалены 5 нуклеотидов в положении
184–188 гена hTERC. Данные нуклеотиды входят
в состав спирали P1 (рис. 1), которая формирует-
ся в результате образования комплементарных
взаимодействий между участками hTR и способ-
ствует формированию структуры псевдоузла [19].
Cпираль P1 является ограничивающим обратную
транскрипцию теломеразы фактором, что позво-
ляет избежать добавления нуклеотидов, не коди-
руемых матрицей [21]. Учитывая ключевую роль

спирали P1 в обеспечении точности обратной
транскрипции, были высказаны предположения
о том, что модификации этого участка РНК могут
оказывать значительное влияние на функциони-
рование теломеразы [22]. Так как вносимая нами
мутация затрагивает спираль P1, необходимо бы-
ло проверить, влияют ли данные изменения на
активность теломеразного комплекса, а также
экспрессию и локализацию TERT.

Определение активности теломеразы прово-
дили методом TRAP с использованием ПЦР в ре-
альном времени (рис. 2). Для определения влия-
ния мутаций в hTR на активность теломеразы мы
использовали клетки линии HEK293T дикого ти-
па и клетки HEK293TdhTERP [16]. Статистиче-
ски значимых различий в активности теломеразы
между клетками дикого типа и мутантными клет-
ками выявлено не было.

Для определения количества hTERT в клетках
дикого типа НЕК293Т и клетках HEK293TdhTERP
был использован метод иммуноблотинга (рис. 3).
В качестве контроля нормировки проводили ана-
лиз количества GAPDH. Статистически значи-
мых различий в уровне экспрессии hTERT между
клетками дикого типа и мутантными клетками
выявлено не было.

Согласно литературным данным, hTERT мо-
жет иметь как ядерную, так и цитоплазматиче-
скую локализацию [23]. Сравнение локализации
hTERT в клетках HEK293T дикого типа, и клетках
HEK293TdhTERP осуществляли методом цито-
химии (рис. 4). В качестве отрицательного кон-
троля в данных экспериментах были использова-
ны образцы, окрашенные только вторичными ан-
тителами. Различий в локализации hTERT между
клетками HEK293T дикого типа и клетками
HEK293TdhTERP не выявлено.

Спираль P1 во вторичной структуре теломе-
разной РНК человека формируется за счет ком-
плементарных взаимодействий между нуклеоти-
дами в положении 18–37 и 197–208. Образование
спирали Р1 необходимо для формирования
структуры псевдоузла, содержащего матрицу для
синтеза теломер, и определяющего каталитическую
активность теломеразного комплекса [19, 21]. Гуа-
нин-богатая последовательность 5'-концевого
участка hTR склонна к образованию G-квад-
руплекса, разрушение которого осуществляет
хеликаза RHAU (RNA helicase associated with
AU-rich elements или DHX36 (DEAH box protein
36)), взаимодействуя с первыми 43 нуклеотидами
теломеразной РНК [22, 24]. Образование квад-
руплекса препятствует формированию спирали
Р1 и способствует ингибированию теломеразной
активности, что было продемонстрировано в
условиях снижения экспрессии гена DHX36.

Саму спираль P1 можно разделить на две обла-
сти – P1a и P1b, которые разделены между собой

Рис. 2. Делеция нуклеотидов 184–188 теломеразной
РНК человека не влияет на активность теломеразы.
Гистограмма, демонстрирующая уровень активности
теломеразы в клетках дикого типа (HEK293Т) и
НЕК293TdhTERP (dhTERP), согласно результатам
RQ-TRAP анализа. Каждый столбик отражает резуль-
таты трех независимых экспериментов с тремя техни-
ческими повторностями.
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внутренней петлей (рис. 5) [21]. Отсутствие спи-
рали P1a не меняет структуру добавленных повто-
ров, в то время как отсутствие обоих частей (P1a и
P1b) приводит к удлинению матрицы и добавле-
нию дополнительных нуклеотидов при синтезе
теломерных повторов [21].

Мутации, приводящие к нарушению спарива-
ния нуклеотидов во всей части P1b, приводят к
снижению активности теломеразного комплекса
и синтезу неправильных теломерных повторов, а

изменение последовательности в одноцепочеч-
ной области с 38 по 43 нуклеотиды не влияет на
функционирование теломеразы. Таким образом,
для корректного функционирования теломераз-
ного комплекса необходимо образование спира-
ли P1b, которая определяет границу матрицы, а
одноцепочечная последовательность между мат-
рицей и этой спиралью обеспечивает гибкость
для перемещения матрицы внутри активного сай-
та TERT во время удлинения теломер [21].

Рис. 3. Экспрессия hTERT в клетках дикого типа НЕК293Т (HEK) и HEK293TdhTERP (dhTERP). (а) Иммуноблотинг
лизатов из клеток дикого типа HEK293T и HEK293TdhTERP. (б) Количественная оценка уровня экспрессии. Столбцы
отражают отношение интегральной плотности hTERT к интегральной плотности GAPDH; данные получены в трех
независимых экспериментах.
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Нуклеотиды 184-186 hTR располагаются в лин-
керной области сразу после псевдоузла до спира-
ли P1b (три нуклеотида), а 187-188 входят в состав
самой спирали (рис. 5). Мутация приводит к
удлинению линкерного участка, но спираль P1b
по-прежнему продолжает формироваться (хотя и
в более коротком варианте – остается 3 компле-
ментарные пары из 5) и тем самым ограничение
матрицы по-прежнему присутствует. Удаление
одноцепочечного участка из трех нуклеотидов
между псевдоузлом и спиралью P1b может быть
скомпенсировано за счет линкерного участка
между матрицей и спиралью P1b и hTERT по-
прежнему может связываться с hTR и оставаться
активной.

Из полученных нами данных видно, что уровень
экспрессии, локализация hTERT и активность те-
ломеразы не отличаются в клетках HEK293T дико-
го типа и в клетках HEK293TdhTERP. Данные ре-
зультаты позволяют утверждать, что делеция нук-
леотидов 184-188 спирали P1 не приводит к
глобальным пространственным перестройкам
вторичной структуры hTR – матрица для синтеза
теломерных повторов остается доступной для
фермента и нет пространственных затруднений
для сборки теломеразного комплекса.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Делеция нуклеотидов 184–188 в P1 спирали те-

ломеразной РНК человека не вызвала статисти-
чески значимого изменения уровня экспрессии
hTERT, локализации и каталитической активно-
сти hTERT. Можно заключить, что все эффекты,
наблюдаемые в клетках HEK293TdhTERP, вызва-
ны именно отсутствием белка hTERP, а не изме-
нениями в функционировании теломеразы, кото-
рые могли возникнуть из-за модификаций hTR.
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184–188 NUCLEOTIDES DELETION OF HUMAN TELOMERASE RNA DOES 
NOT AFFECT ON THE TELOMERASE FUNCTIONING
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Telomerase is a ribonucleoprotein complex, the main components of which are telomerase RNA and reverse
transcriptase. Previously, it was shown in our laboratory that human telomerase RNA contains an open read-
ing frame, starting at adenine in position 176. The open reading frame encodes the hTERP protein, and the
deletion of nucleotides 184–188 of human telomerase RNA disrupts the open reading frame and leads to the
absence of hTERP. Human telomerase RNA has a conserved structure, changes in which affect telomerase
activity. In this work, we have shown that the deletion of nucleotides 184–188 of telomerase RNA does not
affect the functioning of telomerase.
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