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I. ВВЕДЕНИЕ
На концах хромосом эукариот расположены ДНК-белковые струк-
туры – теломеры. Они, защищая линейные концы хромосом эукариот 
от деградации и слияния, поддерживают стабильность генома. 
Аппарат репликации клетки не в состоянии обеспечить полную 
репликацию концов хромосом, кроме того теломеры подвергаются 
воздействию нуклеаз и других деструктивных факторов. В результате 
при каждом делении клетки теломеры укорачиваются (рис. 1). У боль-
шинства организмов основным механизмом поддержания длины 
теломер служит достраивание теломерных повторов ДНК ферментом 
теломеразой [1]. Этот фермент удлиняет 3'-конец хромосомы, тогда 
как комплементарная цепь достраивается ДНК-полимеразами. 
 Теломераза представляет собой рибонуклеопротеидный комплекс 
[2]. Коровый фермент включает в себя теломеразную обратную 
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транскриптазу и теломеразную РНК, содержащую матричный учас ток 
для удлинения ДНК. Кроме того, в теломеразный комплекс вхо дит 
еще целый ряд вспомогательных компонентов, которые обеспечивают 
функционирование теломеразы in vivo. Часть из них необходима для 
посадки теломеразы на теломеру в определенный момент клеточного 
цикла [3], другая – для регуляции ее активности [4]. Некоторые белки 
необходимы для созревания теломеразного комплекса и для дегра да-
ции его компонентов [5]. Тонко регулируется количество тело ме разы 
в клетках различного типа [6, 7]. Это существенно, поскольку в чело-
веческих клетках укорочение теломер и, в конечном итоге, сенес сенс, 
приведут к ограничению потенциала деления клетки [8]. Имеются 
дан ные, что активация теломеразы связана с развитием рака [9] и что 
она активна в клетках, обладающих потенциалом к неограниченному 
деле нию. Известно, что теломераза активна в 85% типов раковых 

Рис. 1. Укорочение теломер в результате недорепликации и процессинга при 
деле нии клетки.
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опу холей, а в остальных 15% случаев действуют другие механизмы 
под дер жания длины теломер, основанные на рекомбинации [10]. 
Следует отметить, что теломеразная активность не обнаруживается 
в обычных соматических тканях. Как следствие, уже с первых лет 
иссле до вания теломеразы, фермент стали считать универсальной 
мишенью, которую можно использовать при разработке антираковой 
терапии. Причем, решение проблемы лечения злокачественных 
проли феративных болезней свелось к поиску соответствующего 
эффек тивного ингибитора теломеразной активности. 
 В течение прошлых десятилетий наблюдалось появление новых 
анти-теломеразных стратегий, работающих с большим или меньшим 
успехом. Камнем преткновения на этом пути оказался факт наличия 
актив ной теломеразы в половых и стволовых клетках. Однако 
следует отметить, что теломеры в опухолевых клетках существенно 
короче, чем в половых и стволовых. Укорочение теломер вызывает 
гибель опухолевых клеток при подавлении активности теломеразы 
намного раньше, чем нормальных стволовых клеток организма. 
Это позволяет думать, что существует «терапевтическое окно» для 
без опас ного использования теломеразных ингибиторов, так как 
откры вается возможность создания селективных универсальных 
проти во опухолевых лекарственных средств. Раковые образования 
чело века могут быть значительно более чувствительными, чем 
нор маль ные клетки, к поражающему действию ингибиторов тело ме-
разы и их теломеры сокращаются до критической длины быстрее. 
Короткие теломеры вызывают клеточное старение. Такое направ-
лен ное индуцирование клеточного старения в опухолевых клетках 
стало привлекательной терапевтической стратегией в лечении онко-
ло гических больных, при котором не только блокируется активное 
распростаранение опухолевых клеток, но наступает их гибель [11]. 
Апоп тоз устраняет клетки новообразования немедленно и необра-
тимо. Поэтому все больше видов химиотерапии направленно на запуск 
старения клеток в злокачественных новообразованиях. Повыше ние 
чувствительности методов тестирования теломеразной активности и 
совершенствование методов подготовки проб позволили расширить 
возможности определения активности теломеразы. Теломеразная 
активность была исследована во всех типах тканей. [12]. Помимо 
повы шения теломеразной активности, наблюдаемого в раковых 
клетках, предполагается, что фермент может функционировать и в 
«нор мальных клетках» с высокоточно настроенным регулированием 
[13]. Хотя сокращение длины теломер и вызванное этим начало старе-
ния является обычной судьбой соматических клеток, возможно, что 
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недостаток отдельных теломеразных компонентов, приводит к фено-
ти пи ческому раннему старению с потерей функции на клеточном и 
системном уровне [14]. 
 Основным критерием эффективности работы теломеразы явля ется 
количество теломерных повторов на концах теломер. Сокращение 
длины теломер является признаком многих заболеваний и может 
быть, как следствием первичной дисфункции теломеразы, (например, 
обусловленным мутациями в основных компонентах теломеразы – 
hTERT, hTR или нарушением теломер-организующих систем), так и 
результатом преждевременной потери теломер, индуцированной дру-
гими факторами. К первому типу относиться врожденный дискератоз. 
Врожденный дискератоз был первым идентифицированым у человека 
генетическим заболеванием, причиной которого было нарушение 
сис темы поддержания длины теломер [15]. Это заболевание харак-
те ризуется гиперпигментацией кожи, ороговением эпителия, дист-
ро фией ногтей и прогрессивной апластической анемией. В боль-
шинстве случаев аутосомные болезни обусловлены мутациями в 
области H/ACA теломеразной РНК человека [16], в то время как 
свя занные с Х-хромосомой случаи возникают вследствие мутаций в 
белке дискерине, приводящих к нарушению сборки теломеразного 
комп лекса. Недавно обнаруженная мутация в домене теломеразной 
обрат ной транскриптазы связана с аутосомальной доминирующей 
формой заболевания, что подчеркивает значение функционирования 
тело меразы в развитии этой болезни [17]. 
 Мутации в теломер-связывающих белках приводят к хромосом ной 
неустойчивости и синдрому преждевременного старения. Нали чие 
коротких теломер – важный признак проявления болезни и в случаях 
дру гих генетических заболеваний. 
 Известны случаи, когда укорочение теломер – это вторичный эф-
фект болезни. К ним относятся синдром приобретённого иммунного 
дефицита [18]. Заболевания сердечнососудистой системы недавно 
также стали связывать с зависимым от длины теломер старением 
[19], а сокращенние длины теломер в коронарных эндотелиальных 
клетках обнаружено у пациентов с ишемической болезнью сердца 
[20], так же укорочение теломер отмечено у больных келоидными 
забо леваниями [21]. Все это делает понятным возрастающий интерес 
иссле дователей и фармакологов к этому ферменту [22]. Идеальным 
было бы научиться регулировать теломеразу в определенных тканях 
и во времени, таким образом, компенсируя укорочение теломер. 
 Не столько само по себе укорочение, сколько невозможность за 
счет укорочения поддерживать определенную структуру нуклеи ново-
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белкового комплекса теломеры приводит к тому, что на определен ном 
этапе клетка перестает делиться (сенессенс-фенотип). Это харак терно 
для клеток соматических тканей млекопитающих и других много кле-
точных организмов, у которых имеется определенное количество 
деле ний – лимит Хейфлика [23]. Длина теломер коррелирует с проли-
феративным потециалом клетки. Существование фермента, кото рый 
препятствует укорочению теломер, предсказал задолго до его откры-
тия российский ученый А.М.Оловников [24]. Он предложил назвать 
такой фермент теломеразой.
 В рамках обзора невозможно охватить все, что известно на сегод-
няш ний день о различных аспектах функционирования теломеразы и 
теломер. К настоящему времени опубликовано более 10 тысяч статей с 
ключевыми словами «теломера» и «теломераза». Не имея возможности 
рассмотреть их все, более подробно остановимся на вопросе о составе 
и структуре теломеразного комплекса, сосредоточившись на сравне-
нии многочисленных данных для эволюционно далеко отстоящих 
друг от друга организмов: дрожжей и человека. Кратко обсудим 
особен ности структуры теломер, так как они являются основным 
субст ра том теломеразы, а также и методы измерения теломеразной 
актив ности. Имеющиеся данные о структуре и функции теломеразы 
анали зируются в свете действия известных фармакологических 
агентов, ингибирующих или активирующих фермент, что необходимо 
для понимания принципов создания искусственных регуляторов тело-
меразы: ингибиторов и активаторов. 

II. СТРУКТУРА И ФУНКЦИЯ ТЕЛОМЕРАЗЫ
Как уже указывалось, теломераза – это особая обратная транскрип-
таза, работающая в комплексе со специальной теломеразной РНК. 
Субстратами теломеразы в реакции являются дезоксинуклеотид-5'-
трифосфаты и 3'-конец теломеры (в тестах in vitro это ДНК-оли го-
нук леотид, с последовательностью, соответствующей теломерным 
повторам хромосом). Особое свойство, отличающие теломеразу от 
других РНК-зависимых ДНК-полимераз, состоит в использовании 
фиксированного участка специальной РНК (называемой теломераз-
ной) в качестве матрицы для удлинения теломеры. Теломеразная 
РНК взаимодействует с теломерой не только на этом матричном 
участке, но и дополнительно в так называемом «якорном сайте». Тело-
мераза может добавлять несколько теломерных повторов за один акт 
присоединения к олигонуклеотидному субстрату [25].
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 Цикл реакций теломеразы in vitro (рис. 2) включает следующие 
стадии: связывание праймера, элонгацию, транслокацию, и диссо-
циа цию. При последовательном переходе фермента из состояния 
(1) через состояния (2) и (3) в состояние (4) теломераза добавляет к 
праймеру один теломерный повтор. Переход (4) – (2) соответствует 
транс локации II, т.е. добавлению нескольких теломерных повторов 
без отделения от праймера (переход (4) – (1) на рис. 2.
 На этом рисунке отражены процессы транслокации I и II. Спо-
соб ность к транслокации связана с процессивностью фермента. 
Выделяют два типа процессивности теломеразы [26]. Процессив ность 
I – способность теломеразы к транслокации дуплекса РНК–ДНК в 
актив ном центре после присоединения каждого нуклеотида на стадии 
элонгации. Процессивность II – ее способность к транслокации отно-
сительно связанного ДНК-праймера после присоединения одного 

Рис. 2. Реакционный цикл теломеразы.
 TERT – каталитическая субъединица (серым кружком показан якорный сайт), 
TER – теломеразная РНК с матричным участком (серый прямоугольник). 
 Цифры в рамке обозначают положение теломеразы по отношению к прай меру 
на различных стадиях: 1 – фермент не связан с праймером; 2 – отжиг праймера; 
3 – стадия элонгации; 4 – завершение присоединения одного теломерного пов-
тора. Пунктирными стрелками показаны возможные процессы диссоциации 
праймера при работе фермента.



Теломераза: компоненты и функции, регуляторы фермента 161

теломерного повтора, в результате чего праймер вновь приобретает 
способность удлиняться (переход (4) – (2) на рис. 2). Два типа 
процессивности принципиально различаются между собой. Если в 
первом случае происходит одновременная транслокация дуплекса 
РНК–ДНК относительно активного центра фермента, то во втором – 
3'-конец ДНК должен изменить свое положение относительно РНК-
матрицы.
 Эффективность прохождения стадий транслокации I и II в реак-
ции in vitro у теломераз из разных организмов различается и может 
варьировать в зависимости от условий получения фракции с тело ме-
разной активностью [27–29].
 Теломераза дрожжей in vitro делает паузы и останавливает 
нара щивание праймера после присоединения каждого нуклеотида. 
Таким образом, можно говорить о неэффективной транслокации 
I и отсутствии транслокации II. С особенностью процессивности 
первого типа связывают наблюдаемую гетерогенность добавляемых 
теломеразой повторов в теломерах дрожжей S. cerevisiae [30]. 
 Теломеразы человека и простейших процессивны по второму типу 
in vitro. Они способны добавлять сотни нуклеотидов к теломерному 
субстрату, многократно достраивая теломерные повторы по своей 
РНК-матрице [31, 32]. Теломеразы ряда других организмов, таких как 
мышь [33], различные дрожжи [34, 35], не процессивны по второму 
типу in vitro. Для теломеразы дрожжей S. cerevisiae показано, что, 
удлинив теломерный праймер, теломераза остается связанной со 
своим субстратом [36]. В то же время in vivo эта теломераза способна 
добавлять к теломере более 100 нуклеотидов за один клеточный 
цикл [37]. Это противоречие можно объяснить тем, что in vivo фер-
мент процессивен по второму типу, или тем, что происходит непро-
цес сивное удлинение, в результате которого фермент много раз 
дис социирует и затем ассоциирует с теломерой вновь для нового 
удлинения. 
 Показано, что теломераза дрожжей способна удлинять праймеры с 
нетеломерной последовательностью в районе 4–6 н. от 3'-конца более 
чем на один теломерный повтор. При этом фермент не добавляет 
нес колько теломерных повторов, как обладающие процессивностью 
второго типа теломеразы человека и простейших, а проскальзывает 
дальше по матрице [38].
 Однако существует и другое мнение о различии в процессивности 
теломераз дрожжей и других организмов. Предполагается, что разли-
чие в процессивности между теломеразами носит не качественный, 
а количественный характер [39]. 
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 Для изучения процессивности теломеразы дрожжей in vivo и 
меха низма того, каким способом теломераза эффективно удлиняет 
самые короткие теломеры, Чанг с соав. [40] создали специальную 
сис тему. При экспрессировании одновременно теломеразной РНК 
дикого типа и РНК с мутированным матричным участком, следили за 
удли нением теломер в одном раунде клеточного цикла. Теломерные 
повторы, встраиваемые при участии двух типов теломеразной РНК 
были различимы, и по частоте их встраивания можно делать выводы 
о характере работы теломеразы. Было обнаружено, что теломераза в 
сред нем не процессивна. Однако, на самых коротких теломерах было 
обнаружено процессивное удлинение, которое оказалось зависимым 
от ортолога ATM млекопитающих, Tel1p киназы.
 В дополнение к процессам, показанным на рис. 2, нужно добавить, 
что у теломераз дрожжей [41, 42], простейших [27] и человека [43, 44] 
обна ружена ассоциированная с этим ферментом нуклеазная активность. 

ОСНОВНЫЕ КОМПОНЕНТЫ ТЕЛОМЕРАЗНОГО КОМПЛЕКСА 

Теломеразная РНК (TER – telomerase RNA) содержит матричный учас-
ток и другие функционально важные элементы вторичной структуры, 
участвующие в ограничении матричного участка, связывании белко-
вой субъединицы, а также частично выполняющие каталитические 
и другие функции [2, 45]. Теломеразная обратная транскриптаза 
(TERT – telomerase reverse transcriptase) содержит каталитически 
важ ный домен, напоминающий домен обратных транскриптаз, а 
также домены, характерные только для теломераз, необходимые 
для связывания TER, ДНК-субстрата, функциональной активности 
тело ме разы [2, 46]. TER и TERT образуют коровый фермент. Этих 
компонентов достаточно для обеспечения функциональной актив-
ности теломеразы in vitro. Для функционирования in vivo необхо-
димы вспомогательные белки, часть которых входит в состав холо-
фер мента. Несмотря на большой интерес к теломеразе и важность 
ее изучения в прикладном аспекте, структурные данные о TERT, 
TER и других теломеразных белках стали появляться относительно 
недавно из-за сложности изучения теломеразы (чрезвычайно низкое 
содер жание фермента в клетке, трудность получения ее компонентов 
в растворимой форме и в достаточном количестве и др.). В этом 
разделе, посвященном TER и TERT, основное внимание уделено 
новым результатам, полученным в последние годы.
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Теломеразная обратная транскриптаза (TERT)
Доменная структура. Каталитические субъединицы теломераз имеют 
аминокислотную последовательность, сходную с последователь-
ностью обратных транскриптаз. В вирусных обратных транскрипта-
зах и теломеразах установлена консервативность аминокислотных 
остатков (а. о.), отвечающих за катализ, связывание нуклеотидов, 
рас поз навание рибо- и дезоксинуклеотидов [25].
 Обратно-транскриптазный домен TERT отличается от соот ветст-
вующего домена обратных транскриптаз тем, что между консерва тив-
ными для обратных транскриптаз мотивами A и B' находится участок 
IFD (рис. 3). Этот участок важен для функционирования теломеразы 
дрожжей in vivo. Мутации в нем приводят к снижению активности 
фер мента in vitro [47].
 Поиск функционально значимых участков в первичной структуре 
белка и выделение в них а. о., при замене которых нарушается то или 
иное свойство теломеразы, в большинстве работ [48–50] проведены 
на основе гомологии между TERT различных организмов. Подходы, 
не использующие гомологию (например, «метод эволюции одного 
гена» [51]), привели к сходным результатам. 
 Функциональные домены белка и участки в них получили раз-
ные названия. В целом, в структуре TERT можно выделить четыре 
функциональных домена: 1) N-концевой домен, содержащий уме-
ренно консервативный GQ-блок (гипомутабельный домен І сог ласно 
классификации [51]), который в последнее время называют TEN-до-
меном [52]; 2) РНК-связывающий домен (TRBD-домен) с консер ва-
тивными мотивами CP, QFP и T (гипомутабельные домены ІІ, ІІІ и 
ІV); 3) обратно-транскриптазный домен (RT-домен), содержащий семь 
консервативных мотивов и IFD-участок; 4) низкоконсервативный 
C-кон цевой домен (CTE – домен).
 Получить TERT в растворимой форме в количестве, достаточном 
для кристаллизации – довольно сложная задача, что затрудняет струк-
тур ные исследования этого белка. Поэтому структурных данных о 
белке TERT пока немного. Данные о структурной организации всего 

Рис. 3. Доменная структура TERT.
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комплекса вообще отсутствуют. В последнее время был достигнут 
боль шой прогресс в изучении TERT, так как появились структуры, 
полу ченные с помощью рентгеноструктурного анализа, отдельных 
доменов TERT [52, 53], а также всей молекулы TERT, не включающий 
в себя TEN-домен [54]. Тщательные биохимические исследования 
в сочетании с направленным мутагенезом, которые проводились с 
учетом новых полученных данных о структуре, значительно расши-
рили представления о механизме функционирования TERT [39, 55]. 
Удалось закристаллизовать каталитическую субъединицу красного 
мучного жука Tribolium castaneum, геном которого был недавно секве-
нирован [56]. TERT T. castaneum не содержит TEN-домена. Остальные 
домены (TRBD, RT, CTE) образуют кольцо. Мотивы, вовлеченные 
в свя зывание субстрата и катализ, расположены внутри кольца. В 
кольце могут располагаться 7–8 пар оснований РНК–ДНК дуплекса. 
Вся структура имеет много общего со структурами ретровирусных 
обрат ных транскриптаз, вирусных РНК-полимераз и ДНК-полимераз 
B-семейства [54]. 
 Различия в структуре различных TERT касаются, в основном, N- и 
С-концевых участков. Эти сведения представляются особенно инте рес-
ными, так как в концевых районах не наблюдается значительной кон сер-
вативности последовательностей TERT у различных организмов. 
 Рассмотрим известные структурные аспекты и функции доменов 
TERT.
 Обратно-транскриптазный доме (RT). В соответствии с при-
над лежностью к обратным транскриптазам TERT имеют в своей 
струк туре 7 консервативных мотивов в этом домене, характерных 
для обратных транскриптаз. Отличительной особенностью теломераз 
явля ется большой участок вставки между мотивами А и В – IFD. 
Если следовать аналогии рассмотрения полимераз в виде «правой 
руки», то эти два мотива окажутся расположенными в доменах 
«ладонь» и «пальцы». IFD-участок получил свое название, так как 
ока зался вставкой в домене «пальцы» – Insertion in Fingers Domain 
[56]. Принадлежность TERT к обратным транскриптазам была 
подтверж дена в многочисленных работах [32, 57, 58]. При этом были 
найдены кон сер вативные аминокислотные остатки, ответственные 
за катализ – три остатка аспарагиновой кислоты, расположенные в 
моти вах А и С [58].
 RT-домен в структуре TERT T. castaneum представляет собой два 
субдомена («ладонь» и «пальцы»), построенных из β-листов и α-спи-
ра лей, что характерно для ретровирусных обратных транскриптаз, 
вирус ных РНК-полимераз и ДНК-полимераз B-семейства. Домен поли-
мераз «большой палец» соответствует в структуре СТЕ-домену. 
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 Сравнение структуры TERT T. castaneum со структурой обратной 
транскриптазы ВИЧ (HIV) свидетельствовало об их большом сход-
стве, за исключением наличия мотива IFD в TERT. Этот мотив сос тоит 
из двух антипараллельных α-спиралей, играющих важную роль в 
структурном расположении двух других спиралей, возможно, вовле-
чен ных в непосредственный контакт с РНК–ДНК дуплексом.
 На основе сравнения структур TERT и обратной транскриптазы 
вируса иммунодифицита человека (ВИЧ) и идентификации консер ва-
тив ных остатков в их структуре установлено вероятное расположение 
нуклеотид-связывающего кармана. Он находится на стыке субдоме нов 
«ладонь» и «пальцы».
 Функционально TERT различных организмов были проанализи-
ро ваны с использованием мутагенеза. В RT-домене Est2p (TERT 
дрожжей), помимо мутаций, нарушающих функцию фермента и сборку 
комп лекса [47–51], обнаружены интересные мутации, вызывающие 
удлинение теломер [59]. Мутации в мотиве E вызывают увеличение 
процессивности в добавлении нуклеотидов [59]. Известны мутации 
в субдомене «пальцы» (мотивы 1 и 2), которые приводят к тому, что 
тело мераза in vivo не ингибируется хеликазой Pif1p [60]. Вообще, 
известно, что активность хеликазы Pif1p приводит к удалению тело-
ме разы с теломеры. Это показано in vitro при добавлении Pif1p in 
trans в реакцию удлинения праймера теломеразой [61]. При этом 
про цессивность теломеразы уменьшается. Аналогичное действие 
PIF1 в реакции in vitro на теломеразную активность показано и 
для теломеразы человека [62]. В дрожжах in vivo в штамме pif1Δ 
тело меры оказываются длиннее, чем в штамме дикого типа. Это 
удли нение зависит от теломеразы [61]. Суперэкспрессия Pif1p, 
наоборот, способствует укорочению теломер [63]. Обнаружена также 
такая интересная функция Pif1p, как ингибирование добавления 
теломер теломеразой к двухцепочечным разрывам [64]. Мутации 
в Est2p, нарушающие действие Pif1p in vivo, свидетельствуют о 
взаимодействии этих белков, возможно, косвенном [60].
 TEN-домен. Взаимодействие TERT с ДНК-субстратом. Еще 
до кристаллизации TEN-домена TERT теломеразы Tetrahymena termo-
phila существовали доказательства того, что TEN-домен в TERT 
дрож жей и человека представляет собой обособленный структурный 
домен [49, 65]. Необходимые для функционирования теломеразы 
in vitro и in vivo N-концевые домены не обнаруживают сходства с 
какими-либо участками в других белках, поэтому трудно представить 
возможную структуру этого участка на основе гомологии, исходя 
лишь из последовательности аминокислот. 
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 Недавно был закристаллизован TEN-домен TERT T. termophila 
[52]. Оказалось, что он представляет собой новый структурный 
домен. В найденной структуре идентифицированы консервативные 
а. о. и доказана их функциональная значимость. Большинство этих 
остат ков группируется в бороздке на поверхности домена. Эти 
остатки необходимы для каталитической активности теломеразы, 
некоторые из них участвуют в специфическом взаимодействии с одно-
це почечным участком ДНК – субстратом для удлинения теломеразой. 
Положительно заряженные остатки на С-конце домена вовлечены в 
неспецифическое взаимодействие с РНК. Особенностями всего TEN-
домена являются взаимодействие с одноцепочечной ДНК, а также 
способность связывать РНК, что необходимо для функционирования 
тело меразы.
 Рассмотрим подробнее, что известно о взаимодействии TERT 
с ДНК-субстратом. Теломераза взаимодействует с субстратом не 
только в месте отжига его 3'-конца на матричном участке TER, но и 
с его 5'-концом, в так называемом «якорном сайте». Предполагается 
также, что 3'-конец праймера непосредственно взаимодействует с 
TERT. В теломеразах человека [66], дрожжей [67] и простейших [27] 
выделяют дальний якорный сайт (~16–21 н.о. от 3'-конца праймера, 
нахо дящегося в каталитическом сайте) и ближний якорный сайт, 
распо ложенный ближе к 3'-концу праймера (~4–14 н.о. от 3'-конца). 
Целый ряд фактов указывает на то, что якорный сайт расположен в 
TEN-домене. Прежде всего, это подтверждено с помощью метода хими-
ческих сшивок [52, 68], а также с помощью мутагенеза [52, 66]. 
 Теломераза дрожжей обладает повышенной эффективностью 
удли нения коротких праймеров (~ 9 н.) и праймеров с «мутациями» 
(нете ломерной последовательностью) в области ближнего якорного 
сайта [67]. Это обусловлено тем, что при диссоциации от праймера 
теломераза освобождается из устойчивого комплекса с ним и снова 
становится активной и способной к удлинению нового праймера. При 
пониженной концентрации праймера подобный эффект практически 
исчезает. 
 Теломераза T. termophila обладает повышенной способностью 
удли нять короткие праймеры [69]. По-видимому, как и теломераза 
дрож жей S. cerevisiae, она легко отделяется от коротких субстратов 
после удлинения, и поэтому за единицу времени способна удлинить 
больше молекул праймера в условиях его многократного избытка [68]. 
Подобные эффекты влияния длины праймера на эффективность его 
удли нения обнаружены и для теломеразы человека [66]. 
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 Вклад ближнего и дальнего якорных сайтов во взаимодействие 
процес сивных теломераз простейших и человека и непроцессивной 
теломеразы дрожжей с праймером различен. Установлено, что 
даль ний якорный сайт теломеразы дрожжей лишь незначительно 
влияет на связывание праймера. Так, теломераза дрожжей [67], 
в отличие от теломеразы человека [70], практически не удлиняет 
прай меры с достаточно протяженной (8–15 н.о.) нетеломерной 
после до вательностью на 3'-конце и теломерной на 5'-конце (15 
н.о.). О функциональной роли и локализации дальнего якорного 
сайта сведений недостаточно. Возможно, что он формируется не 
за счет TERT, а за счет других компонентов комплекса. Эндогенная 
и реконст руированная in vitro теломераза T. termophila по-разному 
ведут себя в реакции in vitro. Оказалось, что у эндогенного фермента 
процес сивность второго типа возрастает при увеличении длины 
праймера, но это нехарактерно для реконструированного фермента. 
Возможно, в функционировании эндогенной теломеразы T. termophila 
при нимает участие дальний якорный сайт, который удерживает прай-
мер от диссоциации и стимулирует его процессивное удлинение [71]. 
Взаимодействие в дальнем якорном сайте (20–22 н. от 3'-конца прай-
мера) теломеразы простейших вида Euplotes aediculatus было подтверж-
дено непосредственно с помощью химических сшивок [72]. 
 Имеются факты, свидетельствующие о том, что 3'-конец праймера 
непосредственно взаимодействует с TERT. Известно, что связывание 
праймера теломеразой человека зависит от положения его 3'-конца на 
РНК-матрице [73]. Теломераза E. aediculatus может удлинять химер-
ные праймеры с нетеломерным 3'-концом. Химерные праймеры не 
могут образовать дуплекс с РНК-матрицей. Удлинение этих прай-
ме ров начинается с начала матричного участка [74]. Возможно, это 
проис ходит за счет взаимодействия 3'-конца праймера с TERT и его 
пози цио нирования относительно РНК-матрицы. Теломераза дрожжей 
неэффективно связывает и удлиняет праймеры, у которых два послед-
них нуклеотида на 3'-конце нетеломерные (некомплементарные 
матрице) [36]. Возможно, в этом случае нарушается взаимодействие 
3'-конца праймера с TERT. 
 Недавно, методом анализа единичных молекул с помощью флуо-
рес ценции, было непосредственно показано, что ДНК-субстрат в 
отсут ствие TER образует стабильный комплекс с TERT человека [75].
 Удаление TEN домена из TERT практически приводит к неактив-
ной теломеразе [52, 76]. Ряд консервативных остатков в TEN-домене 
выполняют структурную роль. Большинство из них группируются с 
противоположных сторон поверхности домена. С одной стороны они 
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образуют глубокую канавку, другая же сторона состоит из α-спиралей, 
кон сервативные остатки которых имеют в основном кислый или гид-
рофобный характер. 
 Для теломеразы T. termophila с помощью метода химических 
сши вок обнаружено взаимодействие ДНК-праймера с TEN-доменом 
[52, 55]. Это непрочное взаимодействие не фиксируется такими 
мето дами, как связывание на фильтрах и изменение подвижности 
под действием тока [55]. Показано, что TERT, не содержащая TEN-
до мена, взаимодействует с ДНК-праймером, причем эффективность 
этого взаимодействия соответствует одной третьей от эффективности 
взаимо действия полноразмерной TERT [55]. Это говорит о том, что 
TEN-домен не является единственным местом связывания ДНК-прай-
мера. Аминокислотные остатки, ответственные за связывание, распо-
ло жены в структуре домена близко друг к другу. Они группируются 
в окрестности бороздки на одной из сторон поверхности домена. 
Полу чены интересные данные, свидетельствующие о том, что функ-
ция TEN-домена не сводится только к связыванию ДНК-прай мера. 
Обнаружена мутация, которая не влияет на связывание праймера, 
но влияет на активность фермента [55]. Был обнаружен контакт 
ДНК-праймера с расположенным на периферии TEN-домена Trp187. 
Оказалось, что этот контакт детектировался при любом из трех поло-
жений 3'-конца праймера на матрице (в начале матричного участка, 
в середине и ближе к его 5'-концу). Учитывая, что праймер не может 
растя гиваться при удлинении, а активный сайт фермента остается в 
одном и том же месте, этот результат можно объяснить, лишь приняв, 
что за счет подвижности TEN-домена изменяется положение этого 
домена по отношению к активному сайту [55]. Особенно интересны 
эти данные в связи с отсутствием структуры полноразмерной TERT, 
включающей в себя TEN-домен. Учитывая предполагаемую длину и 
геометрию РНК–ДНК дуплекса в активном сайте, можно заключить, 
что расстояние между Trp187 и остатками Asp в активном центре 
изменяется от 17 до 27 Å в зависимости от положения 3'-конца прай-
мера на матричном участке [55]. Основываясь на данных о струк туре 
этого домена, предполагают, что подвижность TEN-домена дости-
гается за счет гибкости его С-конца [52]. Благодаря такой подвиж-
ности РНК–ДНК дуплекс может перемещаться в активном центре при 
удлинении праймера. Все предполагаемые варианты взаимодействия 
праймера с теломеразой показаны на рис. 4.
 Несмотря на то, что остаток Trp187 TERT T. termophila непосредст-
венно взаимодействует с ДНК праймером, он не является необходи-
мым для проявления каталитической активности фермента [55]. 
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Ухудшение взаимодействия с праймером обнаруживается при мута-
ции других аминокислотных остатков, расположенных на расстоянии 
от Trp187 [55], что влияет на активность теломеразы. Предполагают, 
что в связывании ДНК-праймера принимают участие целый ряд 
аминокислотных остатков. Все они расположены в структуре на 
поверх ности TEN-домена в районе бороздки, что подтверждается с 
помощью мутагенеза и анализа структуры этого домена [52]. 
 TEN-домен способен к неспецифическому взаимодействию с РНК 
[77, 78]. Высказано предположение [52], что неспецифическое взаи-
мо действие с РНК, которое демонстрирует TEN-домен, превращается 
в общей структуре фермента в специфическое. 
 На основе предложенных структур, гомологии, расчетов, учиты-
ваю щих электростатические взаимодействия, была построена струк-
тура TEN-домена дрожжей, в которой определено положение кон сер ва-
тивных остатков, для которых подтвержено участие в формировании 
якорного сайта теломеразы дрожжей [39].
 На основе структуры TEN-домена T. termophila [52] был направ-
ленно создан, а затем проанализирован ряд мутаций в TERT, предпо ло-
жительно влияющих на способность теломеразы взаимо дейст вовать с 
ДНК в якорном сайте [79]. При этом удалось обнаружить, что одна из 
замен (L14A), приводя к потере ферментом процессивности по второму 
типу, не оказывала влияния на его взаимодействие с праймером 
и добавление нуклеотидов до конца матричного участка. Замена 
соседнего с L14A остатка приводила к снижению процессивности на 
50%. Недавно была предложена модель, объясняющая роль якорного 
сайта и конкретно найденных остатков в процессивности [79]. Суть ее 
состоит в том, что процессивность обеспечивается за счет взаимо дей-
ствия TEN-домена с 5'-концом праймера и каталитическим доме ном 

Рис. 4. Взаимодействия праймера с теломеразой
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во время удлинения. Это взаимодействие нарушается в тот момент, 
когда происходит транслокация, а затем оно снова возникает. Пред-
по лагается, что L14A принимает участие в этом процессе. 
 В TEN-домене Est2p дрожжей также обнаружены мутации, 
приво дящие к удлинению теломер по сравнению со штаммом дикого 
типа [80]. Эти мутации не влияют на ферментативные свойства 
тело меразы in vitro. Единственный участник процесса удлинения 
теломеразой теломер, необходимый для того, чтобы теломеры были 
длин нее – это Tel1p. Предполагают, что N-концевой домен Est2p 
каким-то образом взаимодействует с Tel1p при удлинении теломер 
тело меразой [80]. Среди мутаций в TEN-домене Est2p обнаружены 
также такие, которые приводят к изменению ассоциации теломерного 
белка Rap1p с двухцепоченой теломерной ДНК [81]. Механизм этого 
влияния пока не ясен.
 TRBD-домен. TERT отличается от других обратных транскриптаз 
прежде всего способностью использовать внутреннюю РНК-матрицу 
при добавлении теломерных повторов. В теломеразе человека TEN-
домен (RID1 по другой классификации) взаимодействует с псевдо-
уз лом TER, а TRBD-домен (RID2 по другой классификации) – со 
шпиль кой Р6.1 домена CR4-CR5. Именно последнее взаимодействие 
кри тично для сборки фермента [82]. 
 Установлена структура изолированного домена TRBD T. thermo-
phila [53]. РНК-связывающий домен TRBD содержит в своей струк-
туре, в основном, спиральные мотивы. Эта структура уникальна. 
Мотив QFP не участвует в связывании РНК, а выполняет структурную 
функцию, в то время как тогда как в связывании РНК непосредственно 
участвуют консервативные мотивы CP и Т. Консервативные а. о. 
рас по ложены таким образом, что на поверхности образуется как 
бы 2 кармана. Один из них узкий, ограниченный гидрофобными 
остат ками и специфичный для связывания одноцепоченой РНК 
(Т-кар ман); второй более широкий и может связывать РНК-дуплекс 
(Т-СР карман) [53]. Предполагают, что в качестве двухцепочечной 
РНК TRBD-домен взаимодействует со спиралью I в структуре TER T. 
ther mophila, а в качестве одноцепочечной – с 5'-граничным элементом 
TER T. thermophila. 
 Детальная картина положения аминокислотных остатков объяс-
няет эффекты описанных мутаций в TRBD домене TERT [53]. Оба 
РНК-связывающих кармана охватывают по периментру всю поверх-
ность домена. 
 Известно, что кроме TRBD-домена, в связывании TER, а именно 
5'-граничного элемента, участвует мотив CP2, на границе доменов 
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TEN и TRBD [83, 84]. Каким образом регулируется связывание 
TRBD-домена и мотива CP2, а также функциональная значимость 
взаи модействия 5'-граничного элемента с мотивом CP2 не ясно. 
 На основе структуры TRBD-домена T. thermophila трудно делать 
выводы о том, как в теломеразах дрожжей и человека реализуются 
взаимо действия, необходимые для сборки и активности фермента. 
Дело в том, что элементы РНК, взаимодействующие с TERT, отли ча-
ются у разных организмов, хотя различные TERT проявляют между 
собой гомологию. Мы вернемся к этой проблеме в разделе, посвя щен-
ном TER. 
 Среди белков, взаимодействующих с компонентами теломераз-
ного комплекса, обнаружен интересный ядрышковый белок PinX1p, 
который конкурирует с TLC1 РНК (TER дрожжей S. cerevisiae) за 
взаимо действие с Est2p (TERT дрожжей S. cerevisiae) [85]. Гомолог 
PinX1р дрожжей обнаружен и у человека – это белок PinX1 [86, 
87]. Этот белок является отрицательным регулятором теломеразы и 
взаимо действует с hTERT. Возможно, TERT взаимодействует с PinX1 
с помощью того же домена, что и с TER, то есть домена TRBD. Роль 
взаимо действия TERT c PinX1 до сих пор не ясна. Предполагают, что 
таким образом TERT, несвязаная с TER, «хранится» в неактивном 
сос тоянии [85].
 CTE-домен. В структуре TERT T. castaneum CTE-домен по отно-
шению к остальным доменам расположен определенным обра зом и 
представляет собой так называемый «большой палец», если следовать 
общепринятой классификации доменов полимераз. Струк тура 
этого домена не похожа на структуры соответствующих доменов 
обратных транскриптаз. Показано, что CTE-домен TERT представ-
ляет собой новый структурный домен [54]. В структуре CTE-домен 
простанственно сближен с TRBD-доменом. Такая организация 
доменов TERT приводит к образованию цетрального «отверстия», 
доста точного по ширине для аккомодации двухцепочечных нуклеи но-
вых кислот длиной 7–8 оснований, что хорошо соглаcуется с экспери-
ментальными данными о длине дуплекса в активном центре теломе-
разы [88]. Джиллис и соавт. смоделировали положение РНК–ДНК 
дуп леска в полученной структуре TERT. Согласно этой модели одна из 
спи ралей CTE-домена взаимодействует с малой бороздкой РНК–ДНК 
дуп лекса. Справедливость полученной модели подтверждают экспери-
ментальные факты, полученные ранее на основе мутагенеза [89, 90].
 Ранее предполагалось, что CTE-домен не важен для функциони ро-
вания теломеразы дрожжей in vivo [51]. Однако более поздние све де-
ния говорят о важности этого домена для стабильности белка Est2p 
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и эффективности удлинения ДНК-субстрата [59, 89]. В теломе разе 
человека мутации в СТЕ-домене приводят к нарушению функцио ни-
рования теломеразы, сходному с некоторыми мутациями в TEN-до-
мене [91, 92].
 Нуклеазная активность теломеразы. Теломеразы проявляют 
нуклеазную активность по отношению к олигонуклеотидным субст-
ра там. Эндонуклеазная активность выявлена в теломеразной фракции 
дрожжей, подвергнутой многостадийной очистке с использованием 
различных видов аффинной хроматографии [41]. Нуклеазной актив-
ностью обладают также реконструированные in vitro теломеразы 
чело века [43, 44] и простейших [93]. Нуклеазная активность теломе-
разы дрожжей зависит от концентрации нуклеотидов [41]. Однако 
отвечающий за нуклеазную активность домен теломеразы не иден-
ти фицирован. 
 Теломераза с наибольшей вероятностью вносит разрыв на гра-
нице спаренных и неспаренных оснований праймера и матричного 
участка TER [41, 43]. Теломераза человека даже полностью может 
расщеп лять теломерный олигонуклеотид в зависимости от его поло-
же ния на матрице при отжиге [43]. Следует отметить, что если в 
пред почтительные места разрезания ввести негидролизуемые меж нук-
леотидные связи, то фермент способен расщеплять ДНК-субстрат в 
других местах [41, 44]. Химерные праймеры могут быть разрушенны 
и относительно далеко от 3'-конца – на границе теломерной и нетело-
мерной областей [41, 44]. Оставшиеся теломерные концы затем 
удли няются ферментом. Как уже упоминалось выше, теломераза 
дрож жей в отличие от теломеразы человека не способна удлинять 
прай меры с достаточно протяженной 3'-концевой нетеломерной 
после довательностью. Такие праймеры служат плохими субстратами 
и для нуклеазной активности. Возможно, в теломеразе человека во 
взаимо действие с подобными праймерами вовлечен дальний якорный 
сайт [44].
 Трансферазная активность. Было показано, что в присутствие 
Mn2+ теломераза дрожжей и человека может работать как терминальная 
трансфераза, то есть, способна присоединять нуклеотиды независимо 
от матрицы [94]. Даже в таком необычном качестве теломераза отдает 
предпочтение GT-богатым, теломер-подобным с 5'-конца субст-
ратам. Явление терминально-трансферазной активности объяс няет 
ряд физиологических процессов. Известно, например, что супер-
экспрессия теломеразной обратной транскриптазы млеко пи тающих 
провоцирует преждевременное старение клеток и появление рака, 
что не может быть объяснено влиянием белка на длину тело мер. 
Одним из возможных объяснений этого явления может слу жить 
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пред положение о том, что суперэкспрессия TERT выявляет обычно 
скры тую терминально-трансферазную активность белка и, как 
следст вие, оказывает губительное воздействие на физиологию 
клетки. Неизвестно, является ли внутриклеточная концентрация Mn2+ 
достаточной для такого преобразования теломеразы в нормальных 
или патологических условиях. С другой стороны, возможно, что еще 
не идентифицированы небольшие молекулы, которые могли бы при-
во дить к такому же результату [94]. 
 Защитные функции теломеразы. В ряде работ было обнаружено 
интересное явление. Мутанты компонентов корового фермента тело ме-
разы дрожжей и человека влияли на рост клеток, их фенотип, неза ви-
симо от эффекта на длину теломер [38, 95]. Нобелевский лауреат 2009 
года Элизабет Блэкберн предложила следующее объяснение наблю-
даемым явлениям: теломераза, помимо удлинения концов теломер, 
прояв ляет защитные функции на теломере [96]. К настоящему вре-
мени появилось уже довольно много работ, свидетельствующих 
о том, что не столько укорочение теломер приводит к сенессенсу, 
сколько нарушение их структуры, а, следовательно, защитной функ-
ции. Нарушение структуры теломер сопровождается появлением 
G-богатых выступающих концов, появление которых говорит о 
нару шении защитной функции теломеры и о деградации С-богатой 
цепи [97, 98]. Фенотип G-богатых выступающих концов наблюдается 
при нарушении функционирования защитных теломерных белков 
(Cdc13p, Ku70/Ku80) [98–100].
 Для дрожжей Candida albigans было показано, что удаление 
генов EST2 (дрожжи C. albigans – диплоидные) приводит не только 
к укорочению теломер, но и к увеличению количества G-богатых 
высту пающих концов теломер [101]. В противоположность, делеции 
генов EST1 и EST3 C. albigans, гомологичных генам S. cerevisiae, 
при во дят к укорочению теломер, но не к нарушению их структуры 
и появ лению G-богатых выступающих концов [101]. 
 Защитные функции теломеразы C. albigans были подтверждены 
также в опытах, показавших, что каталитически не активная TERT 
может ингибировать накопление G-богатых выступающих концов, 
причем оказалось, что в защитной функции теломеразы C. albigans 
прини мает участие нетолько TERT, но и TER [102]. Механизм этого 
процесса пока не выяснен. 
 Возможное объяснение того, что, в отличие от C. albigans, удале ние 
у S. cerevisiae генов, кодирующих TER и TERT, не приводит к нару-
ше нию структуры теломер, заключается в том, что эти дрожжи очень 
быстро переходят к стадии сенессенса либо у них существуют какие-то 
альтернативные механизмы защиты структуры теломер [102].
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 Активность теломеразы, независимая от каталитической, также 
наблюдалась в клетках мышей, из которых была удалена TER. При 
этом была отмечена стимуляция TERT пролиферации клеток [103]. 
Недавно этот факт получил объяснение. Оказалось, что TERT участ-
вует в транскрипции генов «Wnt-β-catenin» сигнального пути, кото-
рый стимулирует пролиферацию эмбриональных и стволовых клеток 
[104]. Такая функция TERT представляет собой, по сути, координацию 
аппарата поддержания теломер в делящихся клетках с помощью тело-
меразы с экспрессией генов, необходимых для пролиферации.

Теломеразная РНК (TER)
Вторичная структура и ее отдельные элементы. У различных 
орга низмов (простейшие, дрожжи, позвоночные) TER значительно 
отли чаются по размеру и последовательности. Процессированная 
зрелая TER дрожжей S. cerevisiae (TLC1 РНК) состоит из 1167 н.о., 
а непроцессированная – примерно из 1300 н.о. [105, 106]. TER прос-
тей ших и млекопитающих заметно короче – около 150 н.о. [107] и 
450 н.о. [108], соответственно. Несмотря на различия в размере РНК 
и последовательности н.о., общая функция TER заставляет исследо-
вателей искать у них общие структурные элементы. С помощью фило-
ге не тического анализа были установлены вторичные структуры TER 
для всех перечисленных выше типов организмов: простейшие [107] и 
позвоночные [108], а также дрожжи S. cerevisiae [105, 106, 109, 110].
 В дополнение к матричному участку TER содержит элементы 
вто ричной структуры, необходимые для каталитических функций, 
процессивности по типу I и II, а также элементы, необходимые для 
созревания, стабильности теломеразы и локализации TER.
 Все структуры содержат так называемый центральный домен, 
вклю чающий в себя псевдоузел, матричный участок (template), 
5'-граничный элемент (у простейших TBE – template boundary ele-
ment). TER простейших содержит также элемент TRE (template recog-
nition element) – элемент узнавания начала матричного участка ката-
ли ти ческой субъединицей TERT. Все TER также содержат участок, 
связывающий белки, ответственные за созревание и стабильность 
TER. Эти элементы отличаются, так как отличаются и эти белки, и 
пути созревания TER. 
 TER дрожжей отличается от TER простейших и человека своим 
большим размером, установлено также, что около 50% структуры не 
связано с ее активностью in vivo, и, самое главное, в TER дрожжей 
не найден элемент, который присутствует в TER простейших и 
чело века, – так называемый транс-активирующий домен. Большой 
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размер и высокая степень эволюционного разнообразия TLC1 РНК 
долгое время затрудняли определение ее пространственной струк-
туры. Расшифровки нуклеотидных последовательностей гено мов 
дрожжей, наиболее близких S. cerevisiae, открыло дорогу рабо там 
по определению вторичной структуры TLC1 РНК на основе фило-
ге не тического анализа [105, 106, 109]. Оказалось, что при столь 
боль шом эволюционном разнообразии всей последовательности, 
для функционирования теломеразы in vivo важно меньше половины 
нук лео тидов TLC1 РНК (около 500 н.о. из 1200–1300 н.о.) [111]. 
 Вторичные структуры теломеразных РНК из различных орга-
низмов представлены на рисунке 5: простейших Tetrahymena [107], 
дрож жей Saccharomyces [105, 106], млекопитающих, а также и чело-
века [108]. 

Рис. 5. Вторичные структуры TER различных организмов: простейших Tet-
rahymena [122], млекопитающих, а также и человека [123], и дрожжей Saccha-
romyces [120, 121].
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 Структурные элементы TER, ответственные за катализ и 
связы вание TERT. Все TER содержат элементы, взаимодействующие 
с TERT. Вначале рассмотрим элементы, расположенные в цент раль-
ном домене. Большинство их являются общими для TER раз лич ных 
организмов. 
 TER не только служит матрицей для катализа, но и участвует в 
нем. В теломеразах млекопитающих и простейших TER вносит вклад 
в процессивность теломеразы [29, 112]. Показано, что нуклеотидные 
остатки в структуре псевдоузла TLC1 РНК также вносят свой вклад, 
принимая непосредственное участие в процессе катализа.
 Матричный участок. Взаимодействие TER с ДНК-праймером. 
Обычно длина матричного участка TER примерно равна длине 
полу тора копий теломерного повтора, но может быть длиннее или 
короче [26]. Сам матричный участок в TER и его границы определяет 
вторичная структура TER. На 3'-конце этого участка находится участок 
отжига праймера, а на 5'-конце – граничный элемент, отделяю щий 
матричный участок от остальной части молекулы. У TER T. ter mophila 
описан также элемент TRE [113], который служит для узна вания 
матричного участка TER каталитической субъединицей TERT.
 Матричный участок играет важную роль в катализе. Некоторые 
мута ции в нем могут приводить к значительному изменению 
актив ности фермента in vivo и in vitro. Тринуклеотидные замены в 
различных местах матричного участка TLC1 РНК снижают актив-
ность фермента, иногда вплоть до полной ее потери. Обнаружена 
также мутация, вызывающая «проскальзывание» по матрице при 
удли нении праймера [38]. Точечные замены в матричном участке 
TER T. termophila приводят к неточному встраиванию нуклеотидов 
и к ранней диссоциации праймера. 
 Следует отметить, что в некоторых случаях мутации в матрич-
ном участке TER не влияют на активность фермента. Так, при 
замене всего матричного участка TER T. termophila активность тело-
ме разы сохраняется, но теряется ее процессивность in vitro [114]. 
Предполагают, что нуклеотид-специфичные взаимодействия TER-
TERT в области матрицы не обязательны для способности теломеразы 
T. termophila удлинять праймер в пределах одного теломерного пов-
тора. Если же вместо РНК-матрицы использовать ДНК-матрицу, то 
можно получить непроцессивную теломеразу с очень низкой эффек-
тив ностью удлинения праймера [115].
 При замене матричного участка в TLC1 РНК на матричный учас-
ток TER человека в теломерах обнаруживаются гомогенные повторы, 
соответствующие новой матрице. Следовательно, можно предполагать, 



Теломераза: компоненты и функции, регуляторы фермента 177

что за гетерогенность теломерных повторов в хромосомах дрож жей 
отвечает последовательность нуклеотидов матрицы в TLC1 РНК, на 
которой возможны различные варианты отжига праймера при свя зы-
ва нии его для удлинения [30].
 Интересна роль последовательности нуклеотидов в участке отжига 
тело мерного праймера в проявлении ферментом процессивности [32, 
111]. Теломераза человека, у которой этот участок длиннее (5 н.), 
чем у теломеразы мыши (2 н.), процессивна по второму типу in 
vitro, в отличие от непроцессивной теломеразы мыши. Это различие 
объяс няют эффективностью отжига праймера при транслокации: 
после довательность в участке отжига праймера должна совпадать с 
5'-концевой последовательностью матричного участка [29]. Однако 
процессивность определяется не только участком отжига праймера. 
Так, например, в теломеразе дрожжей этот участок достаточно протя-
женный (5 н.), но фермент не проявляет процессивности по второму 
типу in vitro [29]. 
 Кажется вполне вероятным, что длина дуплексного участка 
между матрицей и праймером возрастает по мере присоединения 
нук лео тидов к праймеру, однако это предположение опровергается 
рядом работ. У теломераз E. aediculatus и человека [73] отсутствует 
корре ля ция между числом пар оснований дуплекса, который прай-
мер потенциально способен образовать с матричным участком, и 
эффек тив ностью его связывания ферментом. С помощью метода 
хими ческого тестирования матричного участка TLC1 РНК показано, 
что в теломеразе дрожжей при удлинении праймера число спаренных 
осно ваний между субстратом и матричным участком РНК остается 
пос тоянным и равным семи [88]. При этом, по ходу процесса удли не-
ния новые пары образуются с 3'-конца праймера, а с 5'-конца проис-
хо дит расплетание цепей. 
 Для теломеразы человека установлена зависимость взаимодейст-
вия праймера с теломеразой от его положения на матрице при отжиге 
[73]. Предполагают, что это связано с взаимодействием 3'-конца 
праймера с TERT.
 5'-граничный элемент. Этот элемент в структуре TER тормозит уд-
ли нение праймера дальше определенного района матричного участка. 
Он представляет собой спираль, ограничивающую одноцепочечный 
участок (теломеразы дрожжей [109, 116] и человека [132]) или специ-
фи ческую последовательность (теломераза простейших [84]). 
 Сходны ли механизмы действия 5'-граничных элементов TER в раз-
личных организмах? У простейших этот элемент представляет собой 
специфическую нуклеотидную последовательность, эффективно 
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связы вающую TERT, у дрожжей и млекопитающих – это стебель 
и шпилька во вторичной структуре РНК [116, 117]. 5'-граничный 
эле мент дрожжей связывает TERT и непосредственно примыкает к 
мат ричному участку. Возможно, у простейших, дрожжей и млекопи-
тающих механизм действия 5'-граничного элемента различен. Эта 
структура ограничивает движение матричного участка TER в актив-
ном центре теломеразы простейших в результате РНК-белковых 
взаимо действий. Такое движение матричного участка необходимо при 
удли нении праймера, так как при добавлении каждого нуклеотида 
положение матрицы относительно активного центра должно изме-
няться. В теломеразе человека движение матричного участка TER 
ограничено за счет РНК–РНК взаимодействий во вторичной струк-
туре. Предполагается, что в теломеразе дрожжей 5'-граничный 
элемент ограничивает не только движение РНК, но и доступность 
одно цепочечного участка, так как стебель шпильки 5'-граничного 
эле мента в TER примыкает непосредственно к матрице. 
 Недавно была обнаружена и охарактеризована TER дрожжей 
Schizosaccharomyces pombe – TER1 [118, 119]. Эта РНК длиной 1213 
н.о., независимо взаимодействует с SpEst1 и SpEst2 (ортологи Est1p 
и Est2p S. cerevisiae). Был проанализирован 5'-граничный элемент 
этой РНК. Как и для теломеразы S. cerevisiae важной оказалась не 
нуклеотидная последовательность этого участка, а образование 
им двухцепочечной спирали РНК, механически препятствующей 
даль нейшему удлинению праймера. Однако, оказалось, что часть 
спа ренного района в спирали включает в себя участок матрицы, то 
есть 5'-граничный элемент, представляющий собой двухспиральную 
РНК, который при удлинении должен частично расплетаться. С этой 
особенностью связывают гетерогенность теломерных повторов неко-
то рых дрожжей. 
 Псевдоузел в структуре TER. Взаимодействие TER с TERT. 
Псе вдоузел во вторичной структуре TER различных организмов 
распо ложен одинаково по отношению к матричному участку [45]. 
Выяс нено, что для функционирования теломераз важна не только 
вто ричная структура TER, но и нуклеотидная последовательность 
высо коконсервативных участков в псевдоузле, в том числе, и одноце-
почечных [45, 109, 120]. 
 В последнее время появилось несколько работ, в которых сооб-
ща лось об установлении третичной структуры некоторых элементов 
TER простейших и человека. 
 В центральном домене TER человека спирали Р2b и Р3, а также 
петли J2b/3 и J2a/3 образуют псевдоузел. Третичная структура псевдо-
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узла в центральном домене TER и ее соответствие эксперименталь-
ным данным, полученным на основе мутагенеза, впервые были непос-
редственно установлены в 2005 году для теломеразы человека [121]. 
Структурный и мутационный анализы свидетельствовали о нали чии 
тройной спирали в этой области. Теломеразная активность нахо дится 
в строгой корреляции со стабильностью тройной спирали. При этом, 
если одни данные свидетельствуют в пользу динамичной струк туры 
псевдоузла [122], то другие – говорят о ее статичности [120]. 
 Недавно и для TLC1 РНК дрожжей S. cerevisiae было показано 
обра зование тройной спирали в центральном домене [110]. Наруше ние 
этой структуры приводило к уменьшению теломеразной активности 
in vitro и укорочению теломер in vivo. При этом связывание с Est2p 
не изменялось. Было высказано предположение, получившее экспери-
ментальное подтверждение, что тройная спираль важна не для 
связывания Est2p, а участвует в катализе за счет ориентации спирали 
матрица-праймер с помощью 2′-OH групп. Было показано подобное 
участие в катализе псевдоузла в теломеразной РНК человека. Роль 
струк туры тройной спирали не ограничивается только катализом, 
гораздо более важную функцию она выполняет в качестве структуры, 
сближающей дуплекс матричного участка и праймера с активным 
центром TERT.
 В теломеразной РНК дрожжей S. cerevisiae и K. lactis псевдоузел 
участвует во взаимодействии с каталитической белковой субъедини-
цей. В TER млекопитающих для связывания TERT и функционирова-
ния теломеразы in vivo и in vitro нужны не только псевдоузел, но и 
дру гая консервативная структура в удаленном от псевдоузла участке – 
шпилька Р6.1 высококонсервативного домена CR4-CR5. Аналогичной 
структуры в TLC1 РНК не найдено. Домен CR4-CR5 вместе со 
шпилькой P6.1 относят к так называемым «транс-активирующим 
доменам». 
 В третичной структуре домена CR4-CR5 было установлено рас-
по ложение спиралей P6a и P6b, а также петли J6 между ними [123]. 
Важнейшая для функционирования теломеразы шпилька P6.1 содер-
жит на конце петли три нуклеотида, остатки оснований которых экс-
по нированы в раствор. Химическое тестирование их структуры in 
vivo показал, что они недоступны для модификации. Это позволяет 
пред положить, что они вовлечены во взаимодействия с белком или 
с РНК. 
 В TER млекопитающих [120, 124] и простейших псевдоузел во 
вто рич ной структуре необходим для процессивности при удлинении 
прай мера, причем в случае теломеразы простейших, важен не только 
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псевдоузел, но и шпилька IV. Интересно, что замена псевдоузла в 
TER человека на аналогичную структуру из теломеразы T. termophila 
при во дит к образованию непроцессивного in vitro фермента с низкой 
активностью. Предполагается, что такая замена нарушает взаимо дей-
ствие удаленной шпильки Р6.1 со структурой псевдоузла, а, возможно, 
и с TERT.
 С помощью ЯМР-спектроскопии коротких аналогов TER простей-
ших удалось определить структуру шпилек II и IV [125, 126]. В 
шпильке II для функционирования теломеразы и ограничения синтеза 
по матрице для связывания TERT необходимо самое основание 
шпильки, конец же шпильки не важен для активности. Шпилька IV 
необ ходима для взаимодействия с TERT, вспомогательным белком 
р65 и для проявления ферментом процессивности [112, 127, 128]. 
Шпильку IV относят к транс-активирующим доменам TERT; за счет 
неспа ренного выпетливания GA она формирует сильно изогнутую 
структуру [125, 126]. 
 Особенности функционирования TER у различных организмов. 
Для теломеразы простейших T. termophila установлено, что со 
шпиль кой IV и элементом TRE взаимодействует TEN-домен TERT, 
а с 5'-граничным элементом TBE – TRBD-домен TERT [126]. Сборке 
комп лекса, а также изгибу шпильки IV в области выпетливания GA 
способ ствует белок р65. Эти данные приближают исследователей к 
разгадке механизма действия теломеразы, однако пока может быть 
предложена только модель собранной теломеразы. Псевдоузел TER 
T. ter mophila, консервативный среди различных TER, не играет важ-
ной роли в связывании TER с TERT.
 Хотя для теломераз простейших и млекопитающих можно про сле-
дить аналогию в наличии удаленных элементов TER, необхо димых 
для взаимодействия с TERT, общность их функции не так очевидна. 
В отличие от простейших, у млекопитающих и человека псевдоузел 
TER участвует во взаимодействии с TERT, причем он взаимодейст вует 
с TEN-доменом TERT, а с TRBD-доменом взаимодействует удален ный 
элемент CR4-CR5 [78]. В теломеразе простейших наблюдается обрат-
ная ситуация: TEN-домен взаимодействует с удаленной шпилькой 
IV, а TRBD-домен – с 5'-граничным элементом TBE центрального 
домена TER. 
 Проблема принципиального различия между TER млекопитаю щих 
и TER дрожжей не решена до сих пор. Во многих работах пытаются 
найти аналогии и обнаружить общий механизм функционирования 
тело мераз различных организмов [109, 129].
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 При изучении структуры TER K. lactis было предложено рассмат-
ри вать новый элемент в структурах теломеразных РНК – это место 
смы кания трех спиралей – TWJ (Three Way Junction) в терминальной 
ветви РНК [129]. Показано, что этот элемент важен для активности 
тело меразы – мутации в нем вызывают укорочение теломер. Некото-
рые мутации в этом участке, удаленном от матричного, приводят к 
потере теломеразой активности in vitro. Суперэкспрессия частично 
подавляет эффект мутаций в TWJ in vivo. Браун и сотр. [129] соотносят 
этот элемент в структуре с CR4-CR5 TER млекопитающих. Как 
уже говорилось, теломеразные РНК дрожжей и высших эукариот 
отли чаются между собой не только длиной, но и наличием в TER 
млеко пи тающих участка прочного связывания TERT (CR4-CR5 с 
Р6.1 шпилькой), расположенного отдельно от центрального домена, 
который также связывает TERT. Возможно, такую аналогию можно 
провести, однако непосредственного взаимодействия элемента TWJ 
терми нальной ветви с TERT не обнаружено. 
 Предложенные аналогии элементов в структуре теломеразной 
РНК дрожжей и млекопитающих опровергаются следующим фак том. 
Как уже упоминалось выше, в лаборатории Т. Чеха была полу чена 
РНК, называемая miniT – укороченная молекула TLC1 РНК (500 
н.о.), которая функционировала in vivo, но теломеры оказы ва лись 
укороченными [130]. Эта РНК вместе с Еst2p была впервые исполь-
зована для реконструкции теломеразы дрожжей in vitro [130]. Еще 
более короткая microT также может быть использована для реконст-
рукции функциональной теломеразы in vitro, при этом она фактически 
представлена исключительно центральным доменом TLC1 РНК. Для 
фермента млекопитающих было показано, что «минимальная» TER, 
необходимая для реконструкции активной теломеразы in vivo, должна 
обязательно включать в себя помимо центрального домена еще и 
удаленный CR4-CR5 домен [120]. Эти данные свидетельствуют о 
том, что в теломеразной РНК дрожжей может вообще не быть аналога 
CR4-CR5 домена. Как же тогда объяснить тот факт, что каждая из 
этих теломераз активна, если их TER заметно отличаются, а TERT, 
наоборот, достаточно гомо логичны? Так как в реконструированной in 
vitro теломеразе теоре тически никакие другие компоненты, кроме TER 
и TERT не должны быть необходимыми для активности, то, возможно, 
стоит вместо поиска общих мотивов в РНК искать различия в белках. 
Также, возможно, что в активности теломераз, реконструированных 
in vitro, принимают участие компоненты лизата ретикулоцита кро-
лика (RRL), в котором эта реконструкция проводится. Кроме того, 
стоит учитывать при рассмотрении механизма работы теломераз 
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неиден тифицированные пока компоненты.К примеру, недавно были 
обна ружены новые компоненты, которые принимают участие в 
сборке фермента и ассоциируют с ним из лизата [131]. Ими оказались 
АТФазы pontin и reptin. 
 Элементы вторичной структуры TER, необходимые для ее 
созревания и стабилизации, а также сборки с TERT in vivo. Био ге-
нез TER. Как уже говорилось выше, элементы вторичной структуры 
TER, взаимодействующие с белками, необходимыми для созревания, 
стабилизации и сборки с TERT, отличаются у разных организмов. 
Пути созревания и стабилизации TER также различны.
 Первоначальный транскрипт TER простейших синтезируется 
РНК-полимеразой III и при этом не процессируется. У простейших 
T. termophila TER взаимодействует с белком p65, входящим в состав 
теломеразы [128, 132, 133]. Белок p65 содержит N-концевой, La-мо-
тив (мотив связывания РНК), RRM и С-концевой домены. Все они 
взаи модействуют с элементами стебель I/ стебель IV в TER. Белок 
р65 способствует взаимодействию TER и TERT, то есть сборке тело-
меразного комплекса, а также стабилизации TER. У других простей-
ших Euplotes aediculatus TER также связывает белок, содержащий 
La-мотив, – р43. Показано, что при реконструкции комплекса in 
vitro белок р65 значительно стимулирует образование активной 
тело меразы [5, 128]. Белок р65 взаимодействует с консервативным 
выпетливанием GA в шпильке IV, способствуя ее изгибу. 
 У млекопитающих первоначальный транскрипт синтезируется 
РНК-полимеразой II, затем TER кэпируется на 5'-конце, модифициру-
ется и процессируется на 3'-конце [134, 135]. Процессинг и стабиль-
ность TER зависят от H/ACA мотива, находящегося на 3'-конце моле-
кулы. H/ACA мотив также входит в состав малых ядрышковых РНК, 
участвующих в посттранскрипционной модификации некодирующих 
РНК. С этим мотивом взаимодействуют четыре белка, необходимые 
для аккумуляции и стабильности РНК – dyskerin, NHP2, NOP10 и 
GAR1. Все эти белки входят в состав теломеразного комплекса [15, 
136–138]. Нарушение созревания TER человека ассоциировано с 
таким генетическим заболеванием, как врожденый дискератоз. Также 
TER содержит мотив CAB, который ответствен за локализацию TER 
в тельцах Каяла [135]. 
 TER дрожжей S. cerevisiae (TLC1 РНК) по многим параметрам 
похожа на малые ядерные РНК (мяРНК), участвующие в сплайсинге. 
Пер вичный транскрипт синтезируется РНК-полимеразой II, полиаде-
нилируется, на 5'-конец добавляется TMG-кэп и далее процессируется 
в зрелую молекулу с удалением поли(А)-конца [139, 140]. 
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 Полиаденилированный предшественник TLC1 РНК составляет 
около 5–10% от общего количества TLC1 РНК [140, 141]. TLC1 РНК 
содержит уридин-богатый консенсусный мотив RAU4-6GR (R-пу-
ри новое основание) мяРНК дрожжей, который взаимодействует с 
Sm-бел ками. Такой же мотив дайден у некодирующих малых ядерных 
РНК дрожжей (snРНК). Мутация в участке связывания Sm-бел ков в 
TER или уменьшение количества одного из них (например Sm D1) 
при водит к резкому уменьшению количества TLC1 РНК и тело меразы. 
Пока зано, что Sm-белки входят в состав холофермента [139]. 
 TLC1 РНК подвергается 3'-концевому процессингу [105, 106]. 
Обна ружено несколько различных форм этой РНК, которые различа-
ются длиной 5'-концевой части. Показана возможность модификации 
осно вания С651 in vivo. Детали проценсса биогенеза TLC1 РНК до 
конца не ясны, однако получены данные, свидетельствующие о том, 
что при биогенезе эта РНК может перемещаться между ядром и цито-
плазмой [142, 143].
 TER1 дрожжей Schizosaccharomyces pombe имеет много общего с 
TLC1 РНК S. cerevisiae [118, 119]. Недавно был расшифрован процесс 
биогенеза у дрожжей S. рombe, оказалось, что для созревания TER1 
необ ходим не полный сплайсинг, а только его первая стадия без после-
дующего лигирования экзонов [144]. Такой неполный сплайсинг был 
описан впервые. Возможно, что подобный процесс ответствен и за 
соз ревание других теломеразных РНК. 

ДОПОЛНИТЕЛЬНЫЕ БЕЛКИ ТЕЛОМЕРАЗНОГО КОМПЛЕКСА

В теломеразном комплексе различных организмов идентифициро ваны 
дополнительные белки, необходимые для его функционирования. 
К примеру, теломеразный комплекс S.cerevisiae состоит не только 
из каталитической субъединицы (Est2p) и молекулы РНК (TLC1), 
являю щейся матрицей для обратной транскрипции, но и содержит 
допол нительные субъединицы – Est1p и Est3p [145]. Они не требу ются 
для работы теломеразы in vitro, однако необходимы для ее функцио-
ни рования in vivo [146]. 
 В первичной структуре Est1p имеется потенциальный РНК-уз наю-
щий мотив RRM [147]. Этот белок, наряду с Est2p, образует контакт 
с теломеразной РНК вблизи матричного участка, что ука зы вает 
на его участие в формировании активного центра фермента. Est1p 
может формировать стабильный TLC1-содержащий комплекс даже в 
отсутствии Est2p или Est3p. Установлено также, что Est1p взаимодей-
ствует с 3'-концевой областью теломерной ДНК [148]. Однако in vivo 
Est1p может связываться с теломерной ДНК только в комплексе с 
Cdc13p. Таким образом, Est1p является посредником, связывающим 
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тело мерный комплекс с Cdc13p [149]. Est3p – постоянный компонент 
тело меразного комплекса и, более того, ассоциация Est3p с ферментом 
тре бует интактности каталитического центра. Взаимодействие Est3p с 
Cdc13p значительно увеличивает доступ теломеразы к теломере [150].
 В человеческой теломеразе также были обнаружены дополни тель-
ные теломеразные компоненты помимо TERT и TER. Человеческий 
геном содержит три ортолога Est1, два из которых (Est1A, Est1B) 
коди руют белки, участвующие в регуляции теломеразы [150]. На 
дан ный момент ортологи Est3 не идентифицированы. 

III. ТЕЛОМЕР-СВЯЗЫВАЮЩИЕ БЕЛКИ
Белки, специфически связывающиеся с теломерной последо ва тель-
ностью и взаимодействующие с этими белками факторы, образуют 
динамичную рибонуклеопротеидную структуру. Эта структура функ-
цио нирует как защитная, участвует в регуляции длины теломер, а 
также отвечает за молчание генов на теломерных и прителомерных 
участках. Кроме того, структуры теломер служат мишенями для инги-
биторов, которые препятствуют связыванию теломеразы с теломерой 
[151, 152]. 
 Теломерная ДНК дрожжей состоит из двуцепочечного участка 
длиной 250–350 п.о. с последовательностью C1–3A/TG1–3 и короткого 
одноцепочечного выступающего конца с последовательностью 
TG1–3. Теломерные повторы дрожжей ((TG)0–6TGGGTGTG(G))n 
[30]) гетерогенны в отличие от гомогенных повторов теломер 
млекопитающих (TTAGGG)n [153]).
 В дрожжах двухцепочечный участок теломер непосредственно 
связывает белок Rap1p [154], а одноцепочечный – Cdc13p [155]. 
Rap1p взаимодействует с комплексом Sir-белков (silent information 
regu lators), которые ответственны за формирование гетерохроматина 
в субтеломерной области. Белок Rap1p также взаимодействует с 
тело мерными белками Rif1p и Rif2p. Эти белки ассоциированы с 
тело мерой на протяжении всего клеточного цикла и являются нега-
тив ными регуляторами теломеразы [156]. 
 С одноцепочечным 3'-выступающим концом взаимодействует бе-
лок Cdc13p. Белок Cdc13p – регулятор доступа теломеразы к теломере. 
Известно, что он может взаимодействовать с двумя различными бел-
ковыми комплексами, противоположным образом влияющие на спо-
собность теломеразы удлинять теломеры. Выше уже было сказано, 
что Cdc13p необходим для посадки теломеразы на теломеру. Эта его 
функция реализуется посредством взаимодействия с компонентом 
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теломеразы Est1p [61]. С другой стороны, Cdc13p взаимодействует 
с белковым комплексом Stn1p–Ten1p, который подавляет удлинение 
теломер теломеразой. Обнаружено сходство структур Rpa2p и Stn1p, 
а также сходство биохимических характеристик всего комплекса 
Cdc13p–Stn1р–Ten1p c комплексом белков RPA (Rpa1p–Rpa2p–Rpa3p, 
соответственно) [157]. Установлено, что гетеротример Cdc13p–
Stn1p–Ten1p взаимодействует с комплексом ДНК-полимеразы-α, 
необ хо димой для синтеза комплементарной С-цепи в теломерной 
ДНК [158].
 Гетеродимер Ku-белков связывается на границе одноцепочечного 
и двухцепочечного участков теломер. В поддержании длины теломер 
Ku-белки участвуют различными способами. Они защищают конец 
теломеры. За счет взаимодействия с Ku-белками TLC1 РНК холофер-
мент теломеразы (Est2p и TLC1 РНК) оказывается связанным с тело-
ме рами в G1 фазе клеточного цикла [159]. 
 У млекопитающих теломерная ДНК более плотно упакована в 
нуклеосомы, чем у других эукариот; некоторые из нуклеосом несут на 
себе маркеры гетерохроматина [160]. С двухцепочечной теломерной 
ДНК взаимодействуют белки TRF1 и TRF2, с одноцепочечным 
участ ком – белок POT1 и его партнер TPP1. Белок TRF2 связывает 
RAP1. Белки, связывающие одноцепоченую и двухцепочечную ДНК, 
взаимодействуют друг с другом через белок TIN2, который взаимо-
действует с TRF1 и TRF2, а также с белком TPP1. Вся эта струк тура 
на теломерах млекопитающих была названа «шелтерином» (от англ. shel-
ter – убежище), так как она выполняет защитные функции [161]. 
 Теломеры делящихся дрожжей S. pombe по своему устройству 
ближе к теломерам высших эукариот, чем теломеры S. cerevisiae [162]. 
Rap1p дрожжей S. pombe не связывает двухцепочечную теломерную 
ДНК напрямую, а взаимодействует с теломер-связывающим белком 
Taz1p, тогда как с одноцепочечным участком связан белок Pot1p. 
3'-выс тупающий конец на теломерах ресничных простейших связы-
вают белки TEBPα и TEBPβ. Эти белки являются ортологами белков 
POT1 и TPP1, соответственно [162].
 3'-выступающая G-богатая цепь на теломерах может образовывать 
сложные структуры – G-квадруплексы [163, 164]. Это находящиеся в 
стекинг-конформации (уложенные параллельно) G-квартеты, то есть 
плоские структуры из четырех гуанинов, образующие хугстиновские 
пары и находящиеся в одной цепи ДНК. Образование таких структур 
на теломерах может представлять проблему для репликации ДНК 
и удлинения теломер теломеразой. Теломерная ДНК позвоночных 
может образовывать, помимо G-квадруплексов, сложную структуру 
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в виде петли. Т-петля образуется, когда 3'-одноцепочечный конец 
внед ряется в двухцепочечную область, где вытесненная вторая цепь 
обра зует внутреннюю D-петлю [165, 166].
 В отличие от дрожжевого белка Cdc13p, белок POT1 млекопитаю-
щих в зависимости от его положения относительно 3'-конца при свя-
зывании с ДНК может не только препятствовать, но и способствовать 
удлинению теломер теломеразой. Если POT1 не находится на самом 
конце ДНК, то он разрушает G-квадруплексы, и таким образом дает 
теломеразе возможность удлинять теломеры. [167]. 
 Несмотря на различия в характерах белковых комплексов, свя-
зы вающих теломерные концы, между теломерными комплексами 
различных организмов обнаружено также интересное сходство. TPP1 
мле копитающих содержит OB-fold домен, похожий на домен белка 
простейших TEBPβ, а POT1 содержит другой OB-fold домен, похожий 
на домен белка простейших TEBPα, который работает в паре с TEBPβ. 
Так что можно говорить о сходстве комплексов TEBPα–TEBPβ прос-
тей ших и POT1–TPP1 млекопитающих. Еще более интересным 
представ ляется недавно обнаруженное сходство OB-fold домена белка 
Est3p дрожжей S. cerevisiae и аналогичного домена у белка TPP1 
[168]. На роль POT1, продолжая аналогию, можно предложить Est1p. 
Других аналогий в процессе привлечения теломеразы на теломеру 
между Est3p и TPP1 пока не обнаружено, но, несомненно, этот факт 
требует внимания и дает повод для дальнейшего поиска подобных 
аналогий.
 Недавно был обнаружен интересный факт. Оказывается, в клетках 
дрожжей S. cerevisiae [169], человека [170] и мыши [171] полимераза 
II транскрибирует теломерные повторы и образуются РНК-продукты, 
названные TERRA (Telomere Repeat-Containing RNA или теломерная 
РНК). TERRA транскрибируется с С-богатой цепи и ассоциирована с 
теломерным хроматином. Повышенное количество TERRA в клетках 
человека коррелирует с потерей теломер, в то время как в дрожжах это 
вызывает ингибирование теломеразы. Механизм функционирования 
TERRA, его ассоциации с теломерами и роль в онкогенезе пока не 
ясны (более подробно о TERRA см. в [172]). 
 В дрожжах теломеры собраны в кластеры и ассоциированы с ядер-
ной оболочкой. Значение такой локализации до конца не выяснено, 
возможно, оно связано с репликацией теломер и существенно для 
правильной сборки этого сложного ДНК-белкового комплекса после 
репликации [172].
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IV. ТЕСТИРОВАНИЕ ТЕЛОМЕРАЗНОЙ АКТИВНОСТИ
Знание структурных и функциональных особенностей теломеразы 
открывает дорогу для поиска ингибиторов и активаторов теломеразы. 
И, в первую очередь, встает вопрос: каким образом могут быть изме-
рены снижение или повышение активности теломеразы? Это не прос тая 
задача. Характерной особенностью теломеразы является низкое число 
ее копий на клетку [173], а следовательно, и низкая активность, даже 
в опухолевых клетках, где теломераза активирована [174]. На первый 
взгляд, проще всего было бы прямо измерять влияниие ингибиторов 
на активность выделенного фермента. Однако, такой прямой тест, 
подхо дящий для кинетических исследований, доступен немногим. 
Прямое измерение теломеразной активности основано на детекции 
продуктов работы теломеразы при удлинении олигонуклеотида с 
использованием α32P-меченного дезоксирибонуклеозид-трифосфата 
как мономера [175–177]. В этом методе олигонуклеотид имеет нук-
лео тидную последовательность теломеры, что позволяет ему слу-
жить хорошим субстратом для удлинения теломеразой. Суммарная 
радио активность присоединенной к этому олигонуклеотиду метки 
про пор циональна теломеразной активности. Реакционная смесь 
может быть проанализирована электрофоретически, что дает дополни-
тельную информацию о процессивности фермента. Из-за неудобства, 
вызванного необходимостью использовать α32P-меченные нуклео тиды 
с высокой удельной активностью, и из-за низкой чувствительности 
метода, он не получил широкого распространения. Существуют 
нес колько других методов определения теломеразной активности, и 
кроме того, имеются коммерчески доступные наборы для измерения 
актив ности фермента. Эти методы основаны на усилении сигнала с 
помощью полимеразной цепной реакции (ПЦР). ПЦР была впер вые 
применена Кимом и др. для усиления сигнала от продуктов деятель-
ности теломеразы [178]. Такой метод получил название «ТРАП-тест». 
Используя сведения о низкой специфичности теломеразы к субстрату, 
авторы заменили олигонуклеотид с естественной теломерной после-
до вательности субстратным праймером (TS) с нетеломерной после-
до вательностью. Это позволило усилить сигнал в шаге ПЦР от 
тело мераза-зависимого удлинения олигонуклеотидного субстрата, 
подав ляя при этом ложно-положительное увеличение сигнала, 
напри мер, за счет образования продуктов ПЦР из-за самоотжига 
прай меров. Этот метод не являясь количественным, тем не менее 
благо даря своей чувствительности и воспроизводимости получил 
самое широкое распространение [179]. В дальнейшем, на стадии 
ампли фикации сигнала, использовали ПЦР в реальном времени, что 



М.Э.Зверева и соавт.188

позво лило перейти к количественной оценке, создать протоколы, 
идентифицировать и характеризовать теломеразные ингибиторы 
[176, 177].
 Используя методы измерения теломеразной активности на основе 
ПЦР для изучения теломеразных ингибиторов, нужно иметь в виду, что 
теломераза – специализированная ДНК-полимераза. Таким образом, 
существует шанс, что исследуемое вещество предполагаемого тело-
ме разного ингибитора может также ингибировать процесс удлинения 
праймера, катализируемый ДНК-зависимой ДНК-полимеразой в 
ПЦР; поэтому необходимы дополнительные контроли.
 Последующая характеристика теломеразных ингибиторов или 
активаторов, может включать измерение эффектов этих веществ 
на клеточных линиях опухоли. Для оценки действия препаратов на 
клеточную культуру, широко используются два метода, которые раз-
ли чаются только по продолжительности обработки клеточной куль-
туры исследуемыми веществами. Так, краткосрочная (до двух суток) 
обработка позволяет проводить измерение теломеразной активности 
в экстракте, выделенном из обработанных таким образом клеток и 
оце нить токсичность веществ. Долгосрочная обработка, приводящая к 
изме римому сокращению теломер, скорее указывает на прекращение 
ката литической деятельности теломеразы.

V. АКТИВАЦИЯ ТЕЛОМЕРАЗЫ
Основным ограничением использования низкомолекулярных соеди-
не ний, напрямую взаимодействующих с ферментом теломеразой и 
усиливающих ее активность, является необходимость сохранения 
оста точной теломеразной активности в ткани, где потенциально 
может проявиться терапевтический эффект таких соединений. Воз-
мож ной мишенью таких соединений являются стволовые клетки реге-
нерируемых тканей, для которых характерна постоянная невысокая 
теломеразная активность. Другой мишенью могут быть лимфоциты, 
так же имеющие собственный низкий уровень теломеразной актив-
ности. Во время активации их роста, ферментативная активность 
теломеразы возрастает в основном за счет фосфорилирования TERT, 
вызы вающего изменение локализации белка в клетке [180]. Со време-
нем, эти клетки крови прогрессивно теряют свою способность уси-
ливать теломеразную активность, что приводит к репликативному 
старению и к высоко дифференцированной популяции клеток [181]. 
Недавно этот процесс был рассмотрен детально [182]. Молекулы, 
уве ли чивающие теломеразную активность, могли бы восстановить 
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про ли феративную способность клеток крови, так же как и некоторые 
другие функции.
 Одним из наиболее многообещающих активаторов теломеразы 
на настоящий момент являются разрабатываемые компанией Geron 
низкомолекулярные соединения TAT0001 и TAT0002. Компания 
анонсировала начало I/II фазы клинических испытаний этих веществ 
(http://www.geron.com).
 TA-65L, теломеразный активатор выделенный из китайского 
рас тения Astragalus, был протестирован в пилотных клиничес-
ких испытаниях и проявил способность усиливать иммунитет и 
сексуальную функцию, а так же улучшать состояние кожи (http://www.
tasciences.com). 
 Вещества, непосредственно действующие на теломеры или 
тело меразу пока редки, но существуют несколько агентов, которые 
про ти водействуют старению и усиливают теломеразную активность 
косвенно. Эндотелиальные клетки, так же как и сосудистые клетки глад-
ких мышц, имеют низкую теломеразную активность. Несколько лет 
назад было продемонстрировано, что введение hTERT в человеческие 
эндотелиальные клетки увеличивает продолжительность их жизни 
[177, 178]. 
 Митохондриальная дисфункция, вызывающая повышенное 
содер жание активных кислородных соединений (ROS) названа 
главной детерминантой зависимого от теломер старения на уровне 
одиночной клетки [183]. Антиоксиданты задерживают начало сосу-
дис того старения в теломер-зависимом пути. In vitro ROS снижают 
уровень ядерного белка hTERT и теломеразную активность в эндо-
телиальных клетках. Это сопровождается ранним появлением фено-
типа старениия, в то время, как инкубация с антиоксидантом N-аце-
тил цистеином блокирует ядерный экспорт hTERT в цитозоль [184]. 
Токо ферол, известный антиоксидант, так же подавляет сокращение 
длины теломер и сохраняет уровень теломеразной активности в клет-
ках капиллярных сосудов мозга [185]. 
 Для активации теломеразы используются так же экстракты из 
при родных объектов. Так, экстракт Gingo Biloba задержал начало 
старе ния за счет стимулирования формирования теломеразы через 
пере дачу сигналов PI3k/Akt-пути [186].
 За последние десятилетие число неизлечимых хронических 
деге неративных заболеваний существенно увеличилось. Разработка 
мето дов их лечения должна включать поиски способов регенерации 
тканей, которая может стимулироваться теломераза-активирующими 
веществами. Таким образом, несомненно, имеется насущная необхо-



М.Э.Зверева и соавт.190

димость дальнейших поисков и изучения теломеразных активаторов 
(предпочтительно низкомолекулярных), которые могут быть исполь зо-
ваны в терапии дегенеративных заболеваний в ближайшем будущем.

VI. ИНГИБИРОВАНИЕ ТЕЛОМЕРАЗЫ
Все имеющиеся на сегодняшний день ингибиторы теломеразной 
актив ности можно разделить на три группы. Это аналоги нуклеотидов 
и нуклеозидов, отличные от них низкомолекулярные соединения 
и инги биторы на основе олигонуклеотидов. Рассмотрим все три 
группы.
 Так как каталитическая субъединица теломеразы – обратная транс-
криптаза, и уже существовуют антивирусные препараты, к примеру, 
для лечения ВИЧ-инфекций, блокирующие действие обратной транс-
криптазы, то идея проверить ингибирующую способность таких пре-
па ратов по отношению к теломеразе лежала на поверхности. Наиболее 
широко используемый ингибитор обратной транскриптазы вируса 
имунодифицита человека – это азидотимидин (AZT). При обработке 
AZT T-клеток лейкемии наблюдали положительный эффект, что сви-
де тельствовало о целесообразности применения этого нуклеозида 
в качестве анти-теломеразного агента [187]. В результате такой 
обработки наблюдалась потеря теломеразной активности и сокращение 
длины теломер. Поскольку фармакологические свойства AZT были 
уже хорошо изучены, стало возможным завершить исследование в 
этом направлении при лечении пациентов с лейкемией/лимфомой 
T-клеток. У пациентов, имеющих дикий тип белка p53, в отличие от 
пациентов с видоизмененным белком p53, наступала ремиссия после 
обработки AZT. В другой работе [188] было установлено, что эффект 
ингибирования теломеразы AZT связан не столько с остановкой 
реакции из-за невозможности включения следующего нуклеотидного 
остатка, сколько из-за конкурентного связывания этих веществ в 
актив ном центре фермента. Исследования аналогов нуклеозидов в 
качестве теломеразных ингибиторов были продолжены в ряде много-
чис ленных работ (таблица сравнения представлена в обзоре [22]). 
Наиболее активными ингибиторами этого класса являются, судя 
по анализу патентов, акрилированные нуклеозиды и производные 
гуанина [189, 190]. 
 Другой класс ингибиторов теломеразы – группа низкомолекуляр-
ных соединений с отличными от нуклеозидов структурами. Эта 
группа включает вещества, действующие главным образом на hTERT 
[191]. Некоторые из них, используются при лечении ВИЧ- инфекции. 
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Так как рубромицин и некоторые из его аналогов был известны как 
мощные ингибиторы рептровирусных обратных транскриптаз [192], 
логическим продолжением исследований было тестирование инги би-
ро вания теломеразы рубромицином и сходными соединениями [193]. 
Рубромицины и пурпуромицин оказались сильными ингибиторами 
(50%-ые ингибирующие концентрации – начиная от 3 мкМ). Сооб ща-
лось, что некоторые хинолины препятствуют пролиферации клеток 
[194], хотя механизм такого действия был не понятен. Тем не менее, 
этот факт лег в основу тестирования анти-теломеразной актив ности 
указанных соединений [195]. Флоксацин и левофлоксацин уме-
ренно ингибировали теломеразную активность. Аналог красителя 
родо циана, MKT077, который предпочтительно накапливается в 
клет ках опухоли и митохондриях [196], был использован как базовая 
структура для создания более мощного ингибитора теломеразы, 
назван ного FJ5002 (IC50 FJ5002 был 2 мкМ) [197]. Длительное 
куль ти вирование клеточной линии лейкемии человека, при высокой 
концентрации FJ5002 сопровождалось прогрессивной потерей тело-
мер, стимулированием старения и кризисом клеток. 
 В настоящее время предложена гипотеза о механизме действия 
соединений, основанная на предположении о стабилизации особых 
квадруплексных структур на концах теломер, которые блокируют свя-
зы вание теломеразы со своим субстратом [198, 199]. Эти ингибиторы 
блокируют теломеразу или за счет нарушения белково-нуклеиновых 
взаимодействий, поддерживающих структуру теломер или за счет 
блокировки связывания субстрата (теломеры) с ферментом (тело-
ме разой). К сожалению, квадруплексы могут образовываться не 
только на теломерах, но и в других G-богатых областях генома, 
поэтому часто невозможно предсказать эффект блокирования G-квад-
руплексной структуры ДНК селективными лигандами. По этой при-
чине синтез ингибиторов такого рода не считается перспективным 
на данный момент направлением. Однако, на основе стабилизации 
квад руплексов идентифицировано много новых ингибиторов [200]. 
Многообещающим ненуклеозидным ингибитором теломеразы такого 
типа является BIBR1532 – простое синтетическое соединение, пред-
став ляющее собой нафталеновое производное бензойной кислоты 
(IC50 93 нМ) [201]. Обработка раковых клеток этим препаратом, не 
обла дающим высокой цитотоксичностью, ведет к прогрессивному 
сокра щению теломер. После длительного периода обработки клеток 
этим веществом наблюдался арест пролиферации и появление приз-
наков старения, включая морфологические, митотические и хро мо-
сомные нарушения. Препарат BIBR1532 оказался активным в естест-
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венных условиях; при его введении голым мышам, наблюдалось 
уменьшенние туморогенного потенциала предварительно привитых 
клеток опухоли. 
 В 2005 году было показано, что ингибитором теломеразы явля ется 
природный лактон хеленалин [202]. Способ действия этого цито ста ти-
ческого агента не ясен. Любопытно, что полиненасыщенные жирные 
кислоты, ингибируют фермент, взаимодействуя непосредствено с 
белком каталитической субъединицей теломеразы и, вместе с тем, 
выключают также экспрессию гена hTERT [203]. 
 Недавно был предложен уникальный подход к проблеме ингиби-
рования теломеразы: использование веществ, которые участвуют в 
процессе узнавания РНК/ДНК гетеродуплексов, сформированных 
при взаимодействии теломеразной РНК и концов хромосом [204].
 В работе [205] было продемонстрировано, что главный катехин 
зеле ного чая (Epigallocatechin gallate), непосредственно ингибирует 
теломеразу. Было также установлено, что EGCG, чайные полифенолы 
и дру гие компоненты чая претерпевают структурные перестройки при 
физиологически допустимых условиях, приводящие к увеличению 
инги бирующего действия этих веществ на теломеразу.
 Наиболее интересный потенциальный ингибитор был найден при 
скрининге 16 тысяч органических соединений [206]. Им оказалось 
произ водное изотиозолина (50% ингибирование достигается при 
кон центра ции 1,0 мкM) – неконкуретный ингибитор по отношению к 
субстрату и дезоксинуклеотидтрифосфатам. Он обладает замеча тель-
ной селективностью, но в то же время не влияет на ДНК-полимеразу 
и обратную транскриптазу вируса иммунодифицита человека. Глута-
тион и дитиотриетол усиливают его ингибирующую активность, 
что предполагает ингибирование теломеразы путем воздействия на 
остатки цистеина в каталитической субъединице.
 Третий класс ингибиторов представлен олигонуклеотидами. 
Успеш ное клонирование и изучение компонентов теломеразы 
открыли путь для ее направленной инактивации олигонуклеотидами. 
Именно матричная область hTR служит мишенью для антисмысло-
вых олигонуклеотидов. При исследовании вторичной структуры 
этой РНК была продемонстрирована полная доступность ее матрич-
ной области [122, 207]. Большинство методов, используемых в 
«антисмысловых технологиях», хорошо известны и широко приме-
няются. Поэтому было относительно просто приспособить их для 
ингибирования теломеразы. Таким образом, матричный район 
hTERT стал еще одной (помимо hTR) мишенью для блокиро ва ния 
теломеразы антисмысловым олигонуклеотидом. Новые техно ло гии, 
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а именно, использование siРНК, рибозимов и аптамеров откры-
вают безграничные возможности для создания ингибиторов на 
основе олигонуклеотидов. Существуют две основные проблемы 
воз ни кающие при использовании олигонуклеотидов в качестве 
терапевтических веществ: (1) – проблема их доставки; и (2) – их 
низкая стабильность в биологической окружающей среде. Эти 
проб  лемы были частично решены путем создания химически моди-
фи кацированных олигонуклеотидов, сохраняющих большую часть 
биоло гической активности. Детальное описание химических моди-
фикаций олигонуклеотидов лежит вне рамок этого обзора (см. обзоры 
в этой области [208, 209]). 
 Несмотря на большой объем информации о теломеразных инги-
би торах, переход от полученных исследователями соединений, 
ингибирующих теломеразу, к успешному внедрению препаратов в 
кли нику происходит медленно.
 Так для препарата Imetelstat (олигонуклеотида GRN163L, комп-
лемен тарного матричной части теломеразной РНК), клинические 
испытания, спонсируемые корпорацией Geron (Калифорния), были 
начаты в конце 2006 года. Доказана безопасность и подобраны опти-
мальные дозы препарата. 
 Таким образом, относительно немногие клинические испытания, 
выполненные на данный момент, дали обнадеживающие результаты. 
Развитие области противораковой терапии на основе ингибирования 
теломеразы становиться перспективным направлением. Значитель-
ный прогресс был достигнут пока только в терапии с использованием 
олигонуклеотидов. Другие низкомолекулярные ингибиторы ждут 
своего часа. 
 Альтернативная возможность – использование в ближайшем 
будущем регуляторных функций hTERT [21]. Независимые от поли-
ме ризующей активности регуляторные свойства hTERT или тело-
меразной РНК на данный момент полностью не изучены, но уже 
получены захватывающие результаты, которые могут быть исполь-
зованы для получения антираковых терапевтических агентов. Нельзя 
исключить, что уже используемые ингибиторы теломеразной актив-
ности могут воздействовать на другие функции теломеразы (помимо 
поддержания длины теломер). Понимание этих функций позволит 
разработать более эффективные ингибиторы. 
 Существуют, казалось бы, противоречивые заключения о воздей ст-
вии теломеразных ингибиторов на опухолевые клетки, культивируе мые 
in vitro. В ряде случаев некоторые вещества вызывали долгосрочный 
эффект, уменьшая длину теломер, тогда как в других случаях, инги-
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бирование теломеразы приводило к быстрому и очень мощному 
анти пролиферативному эффекту. Объяснение этим на первый взгляд 
противоречащим друг другу наблюдениям существует. Если инги-
битор выступает как вещество, воздействующее на теломеразу как 
на ДНК-полимеразу и не затрагивает никакие другие экстра-тело-
мерные функции фермента или структуру теломеры, то в этом случае 
долго срочная обработка должна вызывать укорочение теломер, и, 
как следствие, потерею безграничного репликативного потенциала 
опухо левой клетки и стимулирование старения или апоптоза. Если 
же клетка уже имеет короткие теломеры или же ингибитор влияет на 
другие функции фермента или структуру теломеры, то наблюдается 
быстрый ответ. Ингибирование теломеразной активности hTERT 
с помощью антисмысловой последовательности нуклеиновой кис-
лоты слитой с пептидом [211] или с использованием siРНК, направ-
лен ной против hTERT мРНК, относится именно ко второму типу 
ингибирования, приводящего к быстрому подавлению роста раковых 
клеток [212].
 Другое предположение состоит в том, что именно поддержание 
структуры теломеры ответственно за пролиферативный потенциал 
клетки. А на этот показатель влияет не только активный фермент тело-
мераза, но и структурные белки теломеры, а также все регуляторные 
белки [213]. В частности, белки, взаимодействующие непосредственно 
с компонентами теломеразного корового фермента, так же влияют 
на пролиферативный потенциал клетки. Установленно, что дискерин 
является существенным компонентом активной теломеразы. Дан ные 
о его связи с теломеразой и ее активностью суммированы в недавно 
опубликованном обзоре Масона [214]. Возможно, в ближай шем 
будущем начнутся поиски ингибиторов, непосредственно взаимо-
действующих с дискерином и препятствующих взаимодействию 
связыванию дискерина с теломеразой. Иными словами, сложные про-
цессы регуляции теломеразы открывают много путей для создания 
модуляторов теломеразной активности.

VII. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
За последние годы теломераза стала основой для разработки методов 
антираковой терапии. В обзоре рассмотрена структура и особенности 
функционирования теломеразы, а так же некоторые ее ингибиторы 
и активаторы, которые в будущем могут быть использованы в 
терапии. 
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 В последние годы, на основе фундаментальных исследований 
меха низма работы теломеразы, были найдены различные способы 
блоки рования катализируемого теломеразой процесса – поддержания 
длины теломер. Во-первых – это прямое ингибирование: либо ката-
ли тической субъединицы (hTERT), либо РНК-компоненты теломе-
раз ного комплекса (hTERC). Во-вторых – блокирование связывания 
теломер с теломеразой. 
 Поиск активаторов теломеразы – относительно новая область. 
Раз витие современных тенденций в медицине, связанных с исполь-
зованием в терапии стволовых клеток, может скоро сделать такие акти-
ваторы центром повышенного внимания. Однако на даный момент 
веществ, проявляющих такие свойства, идентифицировано мало. 
 Дальнейший поиск и создание новых соединений, модулирующих 
активность теломеразы, могут быть успешными только при полном 
понимании механизма работы фермента и углублении представлений 
о структуре компонентов теломеразы, что не возможно без обобщения 
уже накопленных данных и новых фундаментальных исследований 
в этой области.
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