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mast cell functions inducing exocytosis of com-
pounds normalizing the wound healing processes [7].

In human T-lymphocytes the thymosin β4 frag-
ments 16–26 and 31–39 induce expression of CD2 
antigens which are important for the acceleration 
of adhesion between T-lymphocytes and other im-
munocompetent cells [1].

It is wide-spread opinion that the intracellular 
functions of thymosin β4 are connected with its 
ability to regulate the processes of actin polym-
erization through G-actin monomer sequestration. 
Binding with G-actin, thymosin β4 prevents actin 
filament formation [6]. However, there are reports 
concerning the participation of thymosin  β4 in 
physiological events, not connected with seques-

tration of actin, such as inflammation, apoptosis, 
angiogenesis and wound healing. In some cases 
the extracellular location of thymosin β4 has been 
revealed although pathways of thymosin β4 releas-
ing from cells are still not discovered. It remains 
unclear, what kinds of cell surface receptors par-
ticipate in mediating of thymosin β4 functions.

It should be noted that thymosin β4 has great 
therapeutic potential. Thymosin β4 and its peptide 
fragments could be useful for the therapy of dis-
eases related to immune dysfunctions and neuro-
logical disturbances.

The research was carried out within the 
state assignment of FASO of Russia (theme 
No.  АААА-А18-118012290371-3).
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Цель работы  — изучить влияние пептида KE на длину теломер хромосом ФГА-стимулированных 
лимфоцитов крови мужчин молодого и  среднего возраста. В работе использовали лимфоциты пе-
риферической крови 11 человек. Для оценки относительной длины теломер метафазных хромосом 
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проводили флуоресцентную гибридизацию in situ с  ДНК-зондами, специфичными к  теломерным 
последовательностям хромосом человека. Выявлено 5 случаев достоверного изменения длины теломер 
лимфоцитов крови. Чаще изменения длины теломер ФГА-стимулированных лимфоцитов регистри-
ровали у  лиц среднего возраста: 4 случая против 1. У лиц среднего возраста пептид КЕ увеличивал 
длину теломер, если она исходно она была снижена, и  снижал этот показатель, если он исходно он 
был выше среднего значения.

Ключевые слова: пептид КЕ; теломеры; лимфоциты; возраст.

The goal of the research is to study the effect of KE peptide on telomere length of PHA-stimulated blood 
lymphocytes of young and middle-aged men. 11 blood lymphocyte samples were enrolled in the analysis. 
Relative telomere length was measured using fluorescence in situ hybridization with DNA-probes specific to 
telomere sequences of human chromosomes. 5 cases of significant telomere length alteration were registered. 
These changes were more frequent registered in middle-aged people: 4 invents cases versus 1. KE peptide 
increased telomere length in blood lymphocytes of middle-aged people if it was basically low and, vice versa, 
decreased the basically high telomere length.

Keywords: KE peptide; telomeres; lymphocytes; age.

Введение. Пептиды играют важную роль 
в  регуляции старения организма на тканевом 
и  клеточном уровнях. Ключевым проявлением 
клеточного старения является уменьшение дли-
ны теломер и  достижение лимита Хейфлика. 
Установлено, что длина теломер коррелирует 
с  концентрацией С-пептида в  крови в  нор-
ме и  при метаболических нарушениях [6]. 
Пептид KE (Lys-Glu, Вилон)  — представитель 
пептидных тимомиметиков, который был об-
наружен в  составе полипептидного комплекса 
Тималина. Пептид КЕ стимулирует клеточный 
иммунитет и неспецифическую резистентность 
организма, оказывает активирующее действие 
на макрофаги, лимфоциты крови, тимоциты 
и  нейтрофилы [3–4]. Пептид KE при введе-
нии в организм трансгенных мышей подавляет 
экспрессию онкогена HER-2/neu в  2 раза, что 
сопровождается уменьшением диаметра опу-
холи [1]. Кроме того, пептид KE способствует 
увеличению доли транскрибируемого эухрома-
тина и  снижению количества гетерохроматина 
в  лимфоцитах крови лиц старческого возрас-
та  [5]. В связи с  этим целью работы стало ис-
следование влияния пептида KE на длину тело-
мер ФГА-стимулированных лимфоцитов крови 
людей разного возраста. 

Материал и  методы исследования. В  ра-
боте использовали лимфоциты периферической 
крови 5 мужчин молодого (18–22 лет) и 6 муж-
чин среднего (49–54 лет) возраста. Критерием 
включения в исследование являлось отсутствие 
у  индивидов табачной, алкогольной и  нарко-
тической зависимости, симптомов острой ви-
русной инфекции в  течение месяца до забора 
крови, хронических заболеваний, а  также си-
стематического приема лекарственных пре-
паратов. Культивирование лимфоцитов про-
водили с  использованием полумикрометода 
по стандартной методике с  использованием 
митогена фитогемагглютинина (ФГА) [2]. На 
48-м часу культивирования во флаконы добав-
ляли пептиды KE в  конечной концентрации 

1000 нг/мл. В контрольные культуры пептид 
не добавляли. На 71-м часу культивирования 
во флаконы добавляли 1 % раствор колхицина. 
Фиксацию суспензии клеток проводили с  по-
мощью раствора, состоящего из метанола и ле-
дяной уксусной кислоты в  соотношении 3 : 1. 
Суспензию клеток раскапывали на охлажден-
ные до +4 °С мокрые предметные стекла над 
паровой баней. 

Для оценки относительной длины теломер 
метафазных хромосом проводили флуоресцент-
ную гибридизацию in situ с  ДНК-зондами, 
специфичными к  теломерным последователь-
ностям хромосом человека (Telomere PNA 
Kit/Cy3, DAKO, США) и  к локусу в  ко-
ротком плече хромосомы 9  — CDKN2A  — 
(AbbottMolecular, США), в  качестве реперного 
зонда. После проведения флуоресцентной ги-
бридизации in situ получали фотоизображения 
метафазных пластинок, на которых с помощью 
программы ImageJ 1.48v рассчитывали сред-
ние значения интенсивности флуоресценции, 
соответствующие размеру гибридизационного 
сигнала ДНК-зонда к  теломерным последо-
вательностям на хромосомах 1, 9, 16. Для ни-
велирования влияния конденсации хромосом 
на результат измерения, вычисляли среднюю 
относительную длину теломер хромосом, ко-
торую определяли путем отношения средне-
го значения интенсивности флуоресценции 
гибридизационного сигнала теломер-спец-
ифических ДНК-зондов к  среднему значению 
интенсивности флуоресценции гибридизаци-
онного сигнала реперного ДНК-зонда. Всего 
произведено измерение интенсивности флуо-
ресценции 7140 гибридизационных сигналов на 
255-ти метафазных пластинках. 

Статистический анализ проводили с  ис-
пользованием программного обеспечения 
GraphPad Prism Version 6.01. Для анализа 
изме нений митотического индекса лимфоци-
тов после воздействия пептидов применяли 
критерий Хи-квадрат с  поправкой Йейтса для 
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таблиц сопряженности. Для анализа измене-
ний относительной длины теломер хромосом 
ФГА-стимулированных лимфоцитов после 
воздействия пептидов использовали критерий 
Манна – Уитни. Различия считали статистиче-
ски значимыми при p < 0,05.

Результаты и их обсуждение. Относитель-
ная длина теломер хромосом из ФГА-сти-
мулированных лимфоцитов без воздействия 
пептида варьировала от 0,86 до 1,75 и от 0,63 до 
1,64 у лиц молодого и среднего возраста, соот-
ветственно. Однако достоверных различий по 
этому параметру между группами установлено 
не было, хотя наблюдалась тенденция к сниже-
нию относительной длины теломер в  старшей 
возрастной группе (рис.  1).

После воздействия пептида KE было уста-
новлено достоверное увеличение относитель-
ной длины теломер в  ФГА-стимулированных 
лимфоцитов одного испытуемого молодого 
возраста (№ 3) на 65 % и  у двух лиц среднего 

возраста (№ 6, 8) на 46 и  137 %, соответствен-
но. Достоверное уменьшение показателя на-
блюдалось в ФГА-стимулированных лимфоци-
тах двух индивидов среднего возраста (№ 9, 10) 
на 47 и  35 %, соответственно (см. рис. 1).

Заключение. Таким образом, пептид  КЕ 
вызвал изменение длины теломер ФГА-сти-
мулированных лимфоцитов у 5 из 11 индивидов. 
В большинстве случаев достоверные изменения 
длины теломер ФГА-стимулированных лимфо-
цитов были зарегистрированы у  лиц среднего 
возраста: 4 случая против 1. При этом была 
отмечена тенденция к  «нормализации» длины 
теломер ФГА-стимулированных лимфоцитов 
после воздействия пептида у лиц среднего воз-
раста, то  есть к  увеличению длины в  случае, 
если ее значение без воздействия было меньше 
среднего в  группе, и  уменьшению  — если ее 
значение было больше, чем среднее в  груп-
пе. У лиц молодого возраста такой тенденции 
отмечено не было.
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рис. 1. Относительная длина теломерных районов хромосом лимфоцитов, культивированных без пептида (кон-
троль) и  с добавлением пептида KE у  лиц молодого (a) и  среднего (б) возраста. По оси X цифрами обозначе-
ны номера индивидов, от которых получены образцы крови. Символом (*) показаны достоверные изменения 
относительной длины теломер лимфоцитов после воздействия пептида в  сравнении с  контролем: * p < 0,05, 
** p < 0,001, *** p < 0,0001 (критерий Манна – Уитни). Столбец «М» и  черная линия на гистограмме обозначают 
среднее в  возрастной группе значение относительной длины теломерных районов хромосом лимфоцитов, куль-
тивированных без добавления пептида
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