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Аннотация: Проведено сравнение методов ПЦР в реальном времени и циф-
ровой капельной ПЦР для определения мутаций промоторной области гена 
TERT с разными системами детектирующих зондов. Определены пределы об-
наружения мутаций для этих методов, показано преимущество метода цифро-
вой капельной ПЦР для анализа опухолевых поражений центральной нервной 
системы. Впервые проанализирована мутантная аллельная фракция измене-
ний промотора гена TERT для геномной ДНК клеточных культур опухолевых 
образований головного мозга человека, которая составила 60% для глиобла-
стом IV степени. Для сравнения методов была предложена универсальная си-
стема на основе рекомбинантных плазмид, которая проявила себя лучше, чем 
система на основе геномных ДНК-клеточных линий. 
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При канцерогенезе некоторых опухолевых по-
ражений, к которым относятся и оп ухолевые по-
ражения центральной нервной системы (ЦНС), 
возникают соматические мутации, нарушающие 
нормальное функционирование клетки и вызыва-
ющие опухолевую трансформацию [1]. Мутации в 
промоторе гена TERT чаще всего представлены 
одиночными нуклеотидными заменами в двух 
наиболее часто встречающихся позициях гено-
ма: в позиции –124 относительно стартового ко-
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дона ATG гена TERT – 228 G > A (или C228T, 
согласно сборке генома человека GRCh37.p13, 
в сборке GRCh38 это соответствует положению 
–113) и в позиции –146 относительно стартового 
кодона – 250 G > A (или C250T, согласно сборке 
генома человека GR Ch37.p13, в сборке GRCh38 
это соответствует положению –135). 

Известны также значительно более редкие со-
матические изменения для этой области [2]. По 
одной из гипотез происхождения опухолей ЦНС, 
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для опухолевого генома) сложно детектируется из-
за особенностей первичной структуры и геномной 
пространственной организации, характерной для 
клеток определенных тканей. Так, промотор гена 
TERT относиться к сложноструктурированным 
областям генома человека c доказанной квадру-
плексной структурой [9]. Поэтому применяются 
подходы для проведения анализа в присутствии 
таких структур, в том числе на основе ПЦР (на-
пример, цифровой капельной ПЦР), позволяющие 
преодолеть эти ограничения [10]. Цель работы 
заключалась в том, чтобы предложить экспери-
ментально обоснованный подход для сравнения и 
валидации методов определения мутаций C228T 
и C250T промоторной области гена TERT в образ-
цах разной природы (геномная ДНК, внеклеточная 
ДНК, плазмидные конструкции и т.д.), который  
позволит получать надежные и воспроизводимые 
результаты и подойдет для стандартизации муль-
тицентровых клинических исследований.

Результаты и обсуждение

В  качестве первого метода был выбран ПЦР 
в реальном времени в варианте TaqMan как наи-
более доступный, распространенный и наименее 
затратный количественный метод анализа нукле-
иновых кислот (НК) в клинической диагностике 
[11]. На  основе анализа литературы была выбра-
на система последовательностей детектирующих 
зондов и олигонуклеотидов для амплификации 
промоторной области гена TERT. Во время стадий 
отжига и элонгации детектирующий зонд гибри-
дизуется с целевой ДНК. Далее при прохожде-
нии этого региона ДНК-полимеразой происходит 
расщепление зонда до мононуклеотидов из-за 
5′-3′-экзонуклеазной активности ДНК полимера-
зы. В итоге флуорофорная группа отделяется от 
тушителя, что приводит к разгоранию флуорес-
ценции. Интенсивность сигнала флуоресценции 
зависит от количества расщепленного субстрата, 
поэтому результирующий сигнал пропорционален 
количеству амплифицированного продукта в об-
разце. Были выбраны последовательности детек-
тирующих зондов для двух систем на основании 
работ [10, 12]. Они содержали различные пары 
тушителя (BHQ1) и флуорофоров (флуоресцеин 
(FAM) или гексахлорфлуоресцеин (HEX)) с не-
перекрывающимся спектром флуореценции, что 
теоретически позволяет провести определение 
наличия или отсутствия мутации в одной точке 
(табл. 1). При проверке использования выбран-
ных детектирующих зондов  в качестве матрицы 
для амплификации в системе были использованы 

эти мутации вызывают активацию теломеразы в 
соматических клетках, что влечет за собой их не-
контролируемую пролиферацию и является при-
чиной их опухолевой трансформации [3]. Резуль-
таты изучения промотора обратной транскриптазы 
теломерзы TERT показали, что мутации C228T и 
C250T возникают преимущественно в таких ви-
дах опухолей, как опухоли центральной нервной 
системы, щитовидной и околощитовидной желез, 
мочевого пузыря и некоторых других [4]. В 2021 г. 
вышла новая классификации ВОЗ первичных опу-
холей ЦНС, имеющая важные изменения, кото-
рые повышают роль молекулярной диагностики в 
классификации опухолей ЦНС на основе мутаций 
в промоторной области гена TERT [5]. В  частно-
сти, в трех типах первичных опухолей изменения 
последовательности промотора гена ТЕRT стано-
вятся одним из ключевых диагностических маркё-
ров [6]. Их появление приводит к образованию но-
вых сайтов узнавания транскрипционными факто-
рами, что было показано для клеток глиобластом и 
рассматривается как основа для направленной хи-
миотерапия в этом случае [7]. В связи с этим воз-
растает актуальность разработки методов сравне-
ния и анализа существующих экспериментальных 
подходов к определению мутаций в промоторной 
области гена TERT и проверки их применимости 
для анализа соматических мутаций клеток опухо-
левых образований ЦНС. 

В настоящее время стандартным биологиче-
ским методом получения материала для анализа 
опухоли ЦНС на наличие специфических маркё-
ров является биопсия ткани (объектом исследо-
вания с применением молекулярных технологий 
служит геномная ДНК), однако инвазивность, 
риск осложнений и высокая стоимость этого ме-
тода создают значительные ограничения для диа-
гностики и мониторинга злокачественных обра-
зований. Поэтому разрабатываются высокочув-
ствительные и все более специфические методы 
неинвазивной диагностики опухоли на основе 
определения соматических мутаций [8]. В  настоя-
щее время основным инструментом для определе-
ния мутаций служат молекулярные технологии на 
основе ПЦР благодаря их высокой эффективности 
амплификации целевой последовательности и до-
ступности, а также наличию сертифицированного 
для клинического использования оборудования, 
необходимого для применения метода. В зависи-
мости от региона генома, выбранного для тести-
рования, существуют случаи, когда ДНК опухоли 
(участок последовательности с однонуклеотидной 
заменой или другим изменением, характерным 
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плазмиды, несущие участок ДНК промоторной 
области гена hTERT, длиной  нуклеотидных пар 
235, с мутациями C228T, C250T и без мутаций, 
названные соответственно pUC19_235_C228Т, 
pUC19_235_С250Т и pUC19_235_wt. Плазмиды 
были получены ранее на основе вектора pUC19 
и запатентованы МГУ имени М.В. Ломоносова 
[13]. 

В пе  рвую очередь для детектирующих зон-
дов подбирали оптимальные значения темпе-
ратуры гибридизации, при которых специфи-
чески появляется сигнал только от целевой 
плазмиды. Для каждого зонда готовили две 
смеси: с целевой плазмидой и с плазмидой с 
однонуклеотидной заменой. Далее проводили 
ПЦР в реальном времени, с использованием 
градиента температур на стадии отжига в ци-
кле ПЦР от 54 до 72 °C. 

В методе ПЦР в реальном времени коли-
чество ДНК измеряется после каждого цикла 
амплификации с помощью детекции сигнала 
флуоресценции. Флуоресцентный сигнал пря-
мо пропорционален количеству образованных 
продуктов ПЦР (ампликонов). По полученным 
зависимостям были определены оптимальные 
значения температуры гибридизации для полу-
чения специфического сигнала каждого из зон-
дов (табл. 2).

Далее при оптимальной температуре гибри-
дизации для каждого детектирующего зонда 
были получены калибровочные кривые с ис-
пользованием специфической матрицы. В це-
лях  построения калибровочных кривых для 

определения зависимости появления сигнала 
флуоресценции (пороговый номер цикла) от ко-
личества матрицы для амплификации готовили 
семь образцов плазмид последовательным раз-
ведением в 10 раз и один образец без добавле-
ния ДНК (с водой) в качестве отрицательного 
контроля. Эксперимент проводили независимо 
для каждого детектирующего зонда (табл. 1), 
используя две ДНК-полимеразы разных произ-
водителей, обладающие 5′-3′-экзонуклеазной 
активноcтью. 

Для каждого зонда были построены кали-
бровочные кривые и проведен статистический 
анализ полученных результатов (определены 
среднее и стандартное отклонения, довери-
тельные интервалы). Получены уравнения и 
коэффициент аппроксимации для линейного 
участка калибровочной кривой (табл. 3). По 
этим калибровочным кривым был определен 
нижний предел обнаружения. Плазмидная 
ДНК определяется достоверно до концентра-
ции 1 пкг/мкл. Такой результат получен для 
всех восьми зондов. 

После этого проводили оценку возможности 
применения метода с использованием в качестве 
ДНК-матрицы геномной ДНК клеточных куль-
тур глиобластом человека. Сигнал от образцов 
клеточных культур при сравнении с калибро-
вочным графиком на основе плазмид как матри-
цы ПЦР возникает на уровне нижнего предела 
обнаружения, т.е. в области потери линейности 
зависимости числа циклов от концентрации ма-
трицы, что может привести к неточности вы-

Т а б л и ц а  1

Последовательности и названия детектирующих зондов

Название зонда Последовательность Предложена в работе

TERT_228_wt_prb1 HEX-CGGAGGGGGCTGG-BHQ1 [10]

TERT_228_wt_prb2 HEX-AGCCCCCTCCGGGCCCTCCCA-BHQ1 [12]

TERT_250_wt_prb1 HEX -TCCCGACCCCTCCCGGGTC-BHQ1 [10]

TERT_250_wt_prb2 HEX-ACCCGGGAGGGGTCGGGACG-BHQ1 [12]

TERT_228_mut_prb1 FAM-CCCGGAAGGGGCTG-BHQ1 [10]

TERT_228_mut_prb2 FAM-AGCCCCTTCCGGGCCCTCCCA-BHQ1 [12]

TERT_250_mut_prb1 FAM-TCCCGACCCCTTCCGGGT-BHQ1 [10]

TERT_250_mut_prb2 FAM-ACCCGGAAGGGGTCGGGACG-BHQ1 [12]
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числения доли мутантной аллельной фракции 
(рисунок, табл. 4).

Промоторный регион TERT представляет со-
бой сложную для анализа геномную область из-
за высокого содержания GC (~80%). Возможно, 
в богатой гуанином цепи геномной ДНК об-
разуются G-квадруплексы – неканонические 
вторичные структуры ДНК, состоящие из уло-
женных слоями G-тетрад – плоских структур, 
состоящих из четырех остатков гуанина, зафик-
сированных с помощью водородных связей. 
Это обстоятельство на фоне присутствия пол-
ной геномной ДНК человека может быть одной 
из причин несогласованности опубликованных 
данных, полученных с примененеием разных 
методов [14]. Такие структуры могут мешать 
эффективной гибридизации детектирующих 
зондов или влиять на прохождение участка 
ДНК-полимеразой при элонгации. Мы прове-
рили различные методы, которые теоретиче-
ски могли бы облегчить ПЦР-амплификацию. 
К ним относятся фрагментация ДНК, исполь-
зование добавок в реакционные буферы, ос-
лабляющие внутримолекулярные водородные 
связи, дестабилизирующие G-квадруплексы и 
облегчающие денатурацию ДНК (диметилсуль-
фоксид (ДМСО), 7-деаза-2′-дезоксигуанозин-
5′-трифосфат (7-deaza-dGTP) и коммерчески 
доступная смесь Q5 High-Fidelity GC-enhancer 
(буфер, содержащий неорганические ионы и/
или детергенты), что не привело к существен-
ному изменению результатов. 

Ранее нами была показана возможность ис-
пользования цифровой капельной ПЦР (цкПЦР) 
для определения этих мутаций в промоторном 
регионе гена TERT с детектирующими зондами 
той же первичной структуры для неинвазивной 
диагностики рака мочевого пузыря [10]. Коли-
чественный и высокочувствительный метод на 
основе цкПЦР идеально подходит для опреде-
ления мутаций в сверхмалых количествах ДНК, 
характерных для опухолевой ДНК во внекле-
точных жидкостях, и оптимален для разработки 
методов неинвазивной диагностики. Ключевая 
особенность метода цкПЦР заключается в раз-
биении реакционной смеси на 10 000 и более 
капель с помощью автоматического генератора 
капель при использовании специально разрабо-
танных реагентов и микрофлюидики за счет об-
разования водно-масляной эмульсии. Генерация 
капель приводит к образованию одинаковых по 
размеру капель. В тех каплях, куда попала целевая 
ДНК, образуется ПЦР-продукт, что вызывает уве-
личение уровня флуоресцентного сигнала при ис-
пользовании детектирующих зондов по механиз-
му, аналогичному ПЦР в реальном времени. Далее 
капли попадают в счетчик капель, где происходит 
регистрация сигнала флуоресценции независимо 
в каждой капле. В цкПЦР количественное опре-
деление ДНК-матрицы проводят не относительно, 
используя калибровочную кривую, как в случае с 
ПЦР в реальном времени, а прямым подсчетом ка-
пель с наличием или отсутствием в них сигнала. 
Это существенно увеличивает чувствительность 

Т а б л и ц а  2

Оптимальные значения температуры гибридизации зондов, при которых наблюдается специфический 
сигнал 

Зонд Оптимальная температура, °C

TERT_228_wt_prb1 57,6

TERT_228_wt_prb2 71

TERT_250_wt_prb1 65,4

TERT_250_wt_prb2 69,5

TERT_228_mut_prb1 61

TERT_228_mut_prb2 72

TERT_250_mut_prb1 65,4

TERT_250_mut_prb2 65,4
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системы и эффективность амплификации, а также 
способствует увеличению разрешающей способ-
ности и детектированию последовательностей, 
различающихся на один нуклеотид.

Перед анализом геномных ДНК клеточных 
культур глиобластом человека было необходимо 
убедиться, что система определения мутаций в 
промоторе гена TERT работает на синтезирован-
ных зондах. Для этого в качестве ДНК-матрицы 

Т а б л и ц а  3

Статистический анализ результатов ПЦР в реальном времени и определение предела обнаружения

Зонд
Уравнение линейного 
участка калибровочной 

кривой

Коэффициент 
аппроксимации R2

Предел 
обнаружения,                  

пкг/мкл

Ошибка предела 
обнаружение

1 y = 3,3575x + 14,153 0,9841 0,1 0,008

2 y = 3,0982x + 15,439 0,993 0,1 0,06

3 y = 3,4877x + 14,218 0,9942 0,1 0,03

4 y = 2,9423x + 13,98 0,9903 0,1 0,05

5 y = 6,712x + 13,964 0,986 0,1 0,06

6 y = 5,11x + 19,153 0,9985 1 нд*

7 y = 4,375x + 19,555 0,981 нд* нд*

8 y = 3,8063x + 14,779 0,9893 0,1 9E-4

* Нет данных.

Т а б л и ц а  4

Сравнение полученных значений мутантных аллельных фракций для разных клеточных культур и линий 
для ПЦР в реальном времени с использованием зонда TERT_228_wt_prb2 и цифровой капельной ПЦР

Клеточные культуры и 
линия опухолей человека Sus B1 40 A549 HepG2

Мутантная аллельная 
фракция ПЦР в реальном 

времени, %
87,4 86,6 83,2 33,2 нд*

Мутантная аллельная 
фракция цифровая 
капельная ПЦР, %

60 63 60 23 71

* Нет данных.

использовали описанные выше плазмиды, а по-
следовательности детектирующих зондов были 
взяты из работы [12]. В случае цкЦПР, 7-deaza-
dGTP концентрация, рекомендуемая в работах 
[10, 12], составила 200 мкМ. В нашем случае 
разделение кластеров начиналось с концен-
трации 50 мкМ и выше. После этого была про-
анализирована геномная ДНК клеточных культур 
глиобластом при использовании 0,7 нг геномной 
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ДНК на реакцию. В результате была рассчитана 
мутантная аллельная фракция (MAФ) для трех-
геномных ДНК клеточных культур, полученных 
из опухолевой ткани глиобластом пациентов (все 
Grade IV IDH1-) Sus, B1, 40, а также для клеточных 
линий А549 (аденокарцинома легкого человека) и 
HepG2 (гепатоцеллюлярная карцинома человека), 
использованных в качестве отрицательного и по-
ложительного контроля соответственно. 

Для клеточной линии А549 оценку МАФ му-
таций промотора гена TERT ранее не проводили, 
так как исходные клетки этой линии получены из 
опухоли легкого, для которого такой тип мутаций 
является редким. Для клеточных культур глиобла-
стом и для клеточных линий А549 и HepG2 МАФ 
составил соответственно 60–63 и 23–71% (табл. 4). 
Это хорошо согласуется с данными других иссле-
дований (~51% для глиом и 78% для олигодендро-
глиом) [15]. Для геномной ДНК клеточной линии 
HepG2 полученная МАФ полностью согласуется 
с результатом в работе [11], а невысокое значение 
МАФ для A549 соответствует ожидаемому.

Проведение сравнения определения мутаций 
в промоторной области гена TERT методом ПЦР 
в реальном времени и цкПЦР с общей системой 
детектирующих зондов при использовании в ка-
честве ДНК-матрицы рекомбинантных плазмид с 
промоторной областью гена TERT показало, что 
оба метода работают. Использование в качестве 
стандартной матрицы геномной ДНК дает неодно-
значный результат. И если в случае с цкПЦР пре-
одолеть эти недостатки можно, то в случае с ПЦР в 
реальном времени сложное строение промоторно-

го региона TERT не позволяет использовать такой 
вариант анализа с этой системой зондов в качестве 
метода определения мутаций для анализа геном-
ной ДНК опухолевого образца.

Методы
Получение перевиваемых культур                           

клеток

Полученный образец опухоли помещали в чаш-
ку Петри с холодным раствором Хенкса, чтобы 
очистить ткань от кровеносных сосудов, оболочек 
и т.д. Затем в другой чашке Петри образец измель-
чали с помощью скальпеля и стеклянной пипеткой 
переносили в пробирку (15 мл). После осаждения 
всех фрагментов образца убирали раствор Хенк-
са и добавляли 0,25%-й раствор трипсина. После 
повторного осаждения ткани отбирали трипсин и 
добавляли свежий, после чего помещали на подо-
греваемый до 37 °С шейкер до размягчения ткани. 
В случае с глиобластомами на это требуется около 
20 мин. Для остановки трипсинолиза в пробирку 
добавляли культуральную среду в соотношении 
1:1, после чего вновь ждали осаждения образца и 
отбирали жидкость, не захватывая осадок. Диссо-
циацию ткани проводили в растворе Хенкса, до-
бавляя его в пробирку и ресуспендируя ткань сте-
клянной пипеткой. После осаждения оставшихся 
крупных фрагментов взвесь образовавшихся кле-
ток переносили в чистую пробирку. К оставшей-
ся ткани вновь добавляли раствор Хенкса. Про-
цесс диссоциации образца повторяли столько раз, 
сколько требовалось для получения максимально 
возможного числа клеток. Взвесь клеток процежи-

Интервал определения ПЦР в реальном времени образцов геномной ДНК клеточных культур 
глиобластом человека с использованием калибровочной иллюстрации зонда TERT_228_wt_prb2 

и плазмиды pUC19_235_wt
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вали через ситечко в пробирку (50 мл) для лучшей 
очистки от оставшихся крупных фрагментов, а за-
тем пипеткой переносили в чистую пробирку объ-
емом 15 мл и центрифугировали при 1000 об/мин 
(~180 g) в течение 10 мин. Отбирали жидкость, до-
бавляли культуральную среду и рассевали на фла-
коны для дальнейшей культивации.

Культивирование клеток

Линии и первичные культуры клеток, исполь-
зуемые в эксперименте, культивировали в росто-
вой среде DMEM/F12 с пируватом натрия, до-
бавляя 10% эмбриональной телячьей сыворотки, 
1% раствора HEPES для поддержания pH, 1% 
GlutaMAX и 1% антибиотика/антимикотика 
(раствор пенициллина/стрептомицина/амфоте-
рицина). Флаконы с клетками помещали в СО2-
инкубатор, поддерживающий температуру 37 °С. 
При пересеве клетки снимали 0,25%-м раствором 
трипсина, добавляя 1 мл во флакон с клетками, 
отмытыми фосфатно-солевым буфером (PBS). 
Трипсинолиз останавливали добавлением во 
флакон 1 мл ростовой среды. Клетки отбирали в 
пробирку и центрифугировали в течение 5 мин 
при 1000 об/мин (~180 g). Жидкость убирали, 
добавляли свежую среду и в зависимости от за-
дачи клетки пересевали в новые флаконы для 
дальнейшего культивирования и последующей 
заморозки или использовали в эксперименте.

Выделение и очистка геномной ДНК

Геномную ДНК выделяли из клеток клеточ-
ных линий Sus, 40, B1 (биоресурсная коллекция 
тканей и полученных из тканей клеточных куль-
тур глиом человека при НМИЦ нейрохирургии 
им. академика Н.Н. Бурденко), A549 (CCL-185, 
ATCC), HepG2 (HB-8065, ATCC, валидирована по 
экспрессии ASGPR). 

Для выделения 106–107 клеток образец гомоге-
низировали в 1 мл реагента для выделения нукле-
иновых кислот ExtractRNA (BC032, «Евроген»). 
Добавляли 0,2 мл хлороформа и инкубировали 
смесь в течение 3–5 мин при комнатной темпе-
ратуре при перемешивании. Образец центрифу-
гировали при 12 000 g в течение 15 мин при 4 °С, 
убирали водную фазу, содержащую РНК, и отби-
рали интерфазу, содержащую ДНК, в отдельную 
пробирку.

Для очистки полученной ДНК к образцу до-
бавляли 0,5 мл 96%-го этанола, инкубировали на 
воздухе в течение 2–3 мин и центрифугировали 
при 2000 g в течение 5 мин при 4 °С; супер натант 
перемещали в новую пробирку. Дважды повторя-

ли следующие действия: смесь ресуспендирова-
ли в 1 мл 0,1 М раствора цитрата натрия в 10%-м 
этаноле, инкубировали при комнатной темпера-
туре в течение 30 мин при постоянном переме-
шивании, центрифугировали при 2000 g в тече-
ние 5 мин при 4 °С и удаляли супернатант. Смесь 
промывали 2 мл 75%-го этанола, инкубировали в 
течение 20 мин при постоянном перемешивании, 
центрифугировали при 2000 g в течение 5 мин при 
4 °С и удаляли супернатант. 

После очищенную ДНК высушивали на возду-
хе в течение 5 мин, ресуспендировали 0,5 мл 8 мМ 
NaOH и центрифугировали при 12 000 g в течение 
10 мин при 4 °С; супернатант переносили в новую 
пробирку. Оценивали концентрацию геномной 
ДНК спектрофотометрически.

Обработка геномной ДНК ДНКазойI                           
с разбиением по времени

Во льду в 11 пробирках смешивали 3 мкг ге-
номной ДНК, 1 мкл 10Х реакционного буфе-
ра для ДНКазыI, 1 ед. акт. ДНКазыI (EN0521, 
«ThermoFisher») и воду (до 10 мкл). Полученные 
смеси инкубировали при 37 °С в течение 30 с и 1, 
2, 3, 5, 7, 10, 15, 20, 25, 30 мин. Добавляли 1 мкл 
0,5 М ЭДТА и нагревали полученные смеси при 
75 °С в течение 10 мин.

Методы на основе ПЦР

Для проведения экспериментов использовали 
систему праймеров, синтезированных в компании 
«Евроген», для амплификации фрагмента двумя 
способами:

1) прямой TERT_fw2 с последовательностью 
ACACTGACGACATGGTTCTACAGCAGCG

CTGCCTGAAACTCG (температура плавления 
74 °C)

2) обратный TERT_rev2 с последователь-
ностью TACGGTAGCAGAGACTTGGTCTCG
TCCTGCCCCTTCACCTTC (температура плавле-
ния 74 °С). 

Для проведения экспериментов были исполь-
зованы две системы зондов (табл. 1). В качестве 
ДНК-матрицы использовали: 

1) плазмидные ДНК: pUC19_235_wt, 
pUC19_235_C228Т,  pUC19_235_С250Т; 
2) геномную ДНК человека (Roche); 
3) выделенную ДНК клеточных линий.
Метод ПЦР в реальном времени. Для ампли-

фикации составляли следующие ПЦР-смеси с 
использованием двух типов полимераз: Hot Start 
Taq ДНК-полимеразы (E352, «СибЭнзим») и Luna 
(M3004S, «New England Biolab»). 
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С м е с ь  1
0,8 мМ dNTP; 0,4 мкМ смесь праймеров 

(TERT_fw2 и TERT_rev2); 10X Hot Start Taq бу-
фер, 2 мМ MgCl2; 0,13 мкМ зонд; ДНК-матрица; 
Hot Start Taq ДНК-полимераза (0,04 ед.акт./мкл), 
вода (до 25 мкл). 

С м е с ь  2
1X Luna Мастер Микс; 0,4 мкМ смесь прай-

меров (TERT_fw2 и TERT_rev2); 0,13 мкМ зонд; 
ДНК-матрица; вода (до 20 мкл). 

Метод ПЦР в реальном времени с использовани-
ем добавок в буферы, ослабляющих внутримолеку-
лярные водородные связи и облегчающих денату-
рацию ДНК. ДМСО (D12345, «ThermoFisher»), 
7-deaza-dGTP (520100, «Биосан»), GC-enhancer 
(B9028AVIAL, «New England Biolab»). 

Для амплификации составляли 6 типов 
ПЦР-смесей: 0,8 мМ dNTP; 0,4 мкМ смесь 
праймеров (TERT_fw2 и TERT_rev2); 10X Hot 
Start Taq-буфер, 2 мМ MgCl2; 0,13 мкМ зонд; 
ДНК матрица; Hot Start Taq ДНК-полимераза 
(0,04 ед.акт./мкл), разное количество реаген-
тов в буфере и вода (до 25 мкл). Разные смеси 
в качестве дополнительного компонента со-
держали  1, 3 и 10%  ДМСО; 10 мкМ 7-deaza-
dGTP; 20% GC-enhancer. 

Смеси перемешивали и помещали в ам-
плификатор «Real-Time CFX96 Touch» 
(1855195, «Bio-Rad»). Параметры амплифи-
кации: 95 °С – 3 мин (1 цикл); далее циклически 
95 °С – 50 с; температура отжига, определяемая 
зондом, составляла 1 мин, 72 °С – 1 мин (с по-
вторением 45 раз); 72°С – 5 мин (1 цикл). Для 
проведения анализа результатов использова-
ли программное обеспечение CFX Manager 
Software («Bio-Rad»).

Метод цкПЦР. Собирали смесь следующе-
го состава: цк-ПЦР Супермикс (1863023, «Bio-
Rad»); праймеры; зонд, детектирующий последо-
вательность, не содержащую мутацию; зонд, 
детектирующий последовательность, несу-
щую мутацию; ДНК-матрица; 7-deaza-dGTP, 
RsaI 10 ед./мкл (ER1121, «ThermoFisher»), вода. 
Итоговые ПЦР-смеси использовали для фор-
мирования водно-масляных эмульсий, которые 
термоциклировали в соответствии со следую-
щими параметрами: предварительная денатура-
ция 95 °С – 10 мин; циклическая амплификация 
(40 раз) 94 °С – 30 с; 55 °С – 60 с; термоинакти-
вация фермента 98 °С – 10 мин.

Статистический анализ полученных 
результатов

Определение нижнего предела обнару-
жения метода ПЦР в реальном времени для 
каждого зонда проводили, анализируя кали-
бровочные кривые, полученные для плазмид. 
В целях определения линейных участков кали-
бровочных кривых проводили аппроксимацию 
методом наименьших квадратов и вычисляли 
коэффициент аппроксимации. Нижний предел 
обнаружения определяли как область потери 
линейности зависимости числа циклов от кон-
центрации матрицы. Далее выявляли ошибку 
полученного предела обнаружения [16]. Для 
этого определяли значения концентрации ма-
трицы для крайних значений числа циклов и 
вычисляли для полученных значений довери-
тельный интервал. 

Для цкПЦР с помощью программного обеспе-
чения были получены соотношения числа копий 
мутантной и немутантной форм. Из этого соот-
ношения вычисляли МАФ для 3-геномных ДНК 
клеточных культур, полученных из опухолевой 
ткани глиобластом пациентов Sus, B1, 40, а так-
же для клеточных линий А549 (аденокарцинома 
легкого человека) и HepG2 (гепатоцеллюлярная 
карцинома человека).

Вывод

Сра внение и валидацию методов определе-
ния мутаций в промоторной области гена TERT 
методом ПЦР в реальном времени и цкПЦР с 
общей системой детектирующих зондов необ-
ходимо проводить с использованием в качестве 
ДНК-матрицы рекомбинантных плазмид с фраг-
ментом промоторной области гена TERT. Ис-
пользование в качестве стандартной матрицы 
геномной ДНК дает неоднозначный результат, 
который исключает ПЦР в реальном времени 
для анализа геномной ДНК опухолевого образ-
ца. Это ставит под сомнение возможность его 
применения для других приложений, например 
для анализа внеклеточной ДНК. В свою очередь 
метод цкПЦР может быть использован для ана-
лиза даже таких сложноструктурированных GC-
богатых областей генома, как TERT, что может 
быть использовано для генотипирования клеточ-
ных линий и в перспективе для клинической диа-
гностики рака.
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