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Теломеры, расположенные на концах хромосом,
представляют собой динамические нуклеопротеи�
новые структуры, состоящие из тандемных повто�
ров 5'�TTAGGG�3' и ассоциированных с ними ком�
плексов белков типа “шелтерин” и некодирующей
РНК — TERRA [5,12,13]. Располагаясь на концах
хромосом, теломеры защищают их от воздейст�
вия нуклеаз, деградации [3,9,14] и концевых слия�
ний [4]. В связи с концевой недорепликацией,
вызванной особенностями биомеханизма дейст�
вия ДНК�полимеразы, в ходе клеточных делений
теломеры укорачиваются [10]. Существуют, одна�
ко, механизмы удлинения теломер с помощью
фермента теломеразы и гомологичной рекомби�
нации между теломерными последовательностями
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(альтернативное удлинение хромосом — ALT) [6].
Таким образом, длина теломер находится в дина�
мическом равновесии, которое регулируется ба�
лансом между удлинением и укорочением тело�
мерных участков.

Длина теломер может критически изменяться
под влиянием негативных экзогенных и эндоген�
ных факторов, что влечёт за собой преждевре�
менное клеточное старение, потерю клеткой жиз�
неспособности и апоптоз [11]. Известны также
вещества, способствующие увеличению длины
теломер благодаря активации теломеразы. Так,
добавление пептида AEDG в культуру эмбрио�
нальных фибробластов человека индуцирует экс�
прессию гена теломеразы и активацию собствен�
но фермента теломеразы, что приводит к увели�
чению длины теломер в 2.4 раза [7].

Цель данной работы — исследование влияния
пептида AEDG на длину теломер и митотическую
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активность митогенстимулированных лимфоцитов
крови людей разного возраста.

Методика исследования
Материалом для исследования являлись лимфо�
циты периферической крови 5 мужчин молодого
возраста (18�22 лет) и 6 мужчин среднего воз�
раста (49�54 лет). Критерии включения в исследо�
вание: отсутствие табачной, алкогольной и нарко�
тической зависимости, симптомов острой вирус�
ной инфекции в течение 1 мес до забора крови,
хронических заболеваний, а также систематичес�
кого приёма лекарственных препаратов.

Культивирование лимфоцитов проводили с
помощью полумикрометода по стандартной мето�
дике с использованием митогена фитогемагглю�
тинина (ФГА) [1]. На 48�м часу в культуральные
флаконы добавляли пептид AEDG в конечной кон�
центрации 1000 нг/мл. В контрольный флакон пеп�
тид не добавляли. На 71�м часу культивирования
во флаконы добавляли 1% раствор колхицина.
Суспензию клеток фиксировали раствором мета�
нола и ледяной уксусной кислоты в соотношении
3:1, затем  раскапывали на охлаждённые до 4оС
мокрые предметные стёкла над паровой баней.

Митотический индекс ФГА�стимулированных
лимфоцитов вычисляли по соотношению доли де�
лящихся клеток и общего числа анализированных
клеток на препаратах.

Для оценки относительной длины теломер ме�
тафазных хромосом проводили флюоресцентную
гибридизацию in situ (FISH) с ДНК�зондами, спе�
цифичными к теломерным последовательностям
хромосом человека (Telomere PNA Kit/Cy3; DAKO)
и к локусу в коротком плече хромосомы 9 (CDKN2A;
Abbott Molecular) в качестве реперного зонда. FISH
проводили в соответствии с рекомендациями про�
изводителей ДНК�зондов. После проведения FISH
получали фотоизображения метафазных пласти�
нок (рис. 1). С помощью программы ImageJ 1.48v
определяли среднюю интенсивность флюоресцен�
ции гибридизационного сигнала ДНК�зонда к тело�
мерным последовательностям на хромосомах 1,
9, 16. Для нивелирования влияния конденсации
хромосом на результат измерения вычисляли сред�
нюю относительную длину теломер хромосом, ко�
торую определяли путём отношения среднего зна�
чения интенсивности флюоресценции гибридиза�
ционного сигнала теломерспецифических ДНК�
зондов и реперного ДНК�зонда. Была измерена
интенсивность флюоресценции 7280 гибридизаци�
онных сигналов на 260 метафазных пластинках.

Статистический анализ полученных данных
проводили с использованием программного обес�
печения GraphPad Prism Version 6.01. Для анали�
за изменений митотического индекса после воз�

действия пептида AEDG применяли критерий 2

с поправкой Йейтса для таблиц сопряжённости.
Для анализа изменений относительной длины те�
ломер после воздействия пептида AEDG исполь�
зовали критерий Манна—Уитни. Различия счи�
тали статистически значимыми при p<0.05.

Результаты исследования
Процент делящихся клеток в контроле варьиро�
вал от 4.1 до 8.6% в младшей и от 5.9 до 9.5% в
средней возрастной группе. После воздействия
пептида AEDG процент делящихся клеток на пре�
паратах достоверно не изменялся в младшей воз�
растной группе, но достоверно уменьшился на
38% у одного индивида средней возрастной груп�
пы (таблица).

Относительная длина теломер хромосом из
ФГА�стимулированных лимфоцитов в контроль�
ной серии опытов варьировала от 0.86 до 1.75 и
от 0.63 до 1.64 у лиц молодого и среднего воз�
раста соответственно. Достоверных различий по
этому параметру между группами установлено не
было, хотя наблюдалась тенденция к снижению
относительной длины теломер в средней возраст�
ной группе (рис. 2).

После воздействия пептида AEDG установ�
лены достоверные изменения относительной дли�
ны теломер у 7 из 11 индивидов. Показано досто�
верное увеличение относительной длины теломер
у двух индивидов молодого возраста (на 41 и 55%)
и у трёх индивидов среднего возраста (на 156, 18
и 76% соответственно) (рис. 2). Достоверное умень�
шение относительной длины теломер установлено
у одного индивида молодого возраста (на 37%) и
среднего возраста (на 15%) (рис. 2).

Таким образом, пептид AEDG, добавленный
в культуру ФГА�стимулированных лимфоцитов,

Митотический индекс (%) ФГА�стимулированных лим�
фоцитов без и после воздействия пептида AEDG

Номер
индивида

 1 8.6 10.3

 2 6.7 5.8

 3 4.1 3.7

 4 6.1 6.2

 5 8.3 10.2

 6 9.5 10.6

 7 7.7 6.5

 8 7.6 4.7**

 9 5.9 7.5

10 7.4 7.2

11 7.0 8.6

Примечание. **p<0.01 (критерий Манна—Уитни).

Пептид AEDGБез воздействия
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вызывал изменение длины теломер у 7 из 11 ин�
дивидов. Достоверные изменения длины теломер
были более характерны для лиц средней возраст�
ной группы, чем для младшей (4 и 3 случая соот�
ветственно). Увеличение длины теломер после
воздействия пептида AEDG было отмечено в 2.5
раза чаще, чем уменьшение (5 и 2 случая соот�
ветственно). Достоверное увеличение относитель�
ной длины теломер выявлено у двух индивидов

Рис. 1.Рис. 1.Рис. 1.Рис. 1.Рис. 1. Метафазные пластинки из ФГА7стимулированных лимфоцитов, культивированных без добавления пептида
(а) и с добавлением пептида AEDG (б), после флюоресцентной гибридизации in situ с теломерспецифическими
реперным (CDKN2A) и центромерспецифичным (CEP9) ДНК7зондами.

Рис. 2.Рис. 2.Рис. 2.Рис. 2.Рис. 2. Относительная длина теломерных районов хромосом ФГА7стимулированных лимфоцитов в контроле и после
добавления пептида AEDG у индивидов молодого (а) и среднего (б) возраста.

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 по сравнению с контролем (критерий Манна—Уитни). Столбец М
и пунктирная линия — среднее для данной возрастной группы значение относительной длины теломерных районов
хромосом без добавления пептида AEDG.

младшей возрастной группы и у трёх индивидов
средней возрастной группы. Достоверное умень�
шение длины теломер зарегистрировано у одного
индивида в младшей возрастной группе и у одно�
го — в средней возрастной группе. Наибольшее
увеличение длины теломер (на 156%) было вы�
явлено у одного индивида средней возрастной
группы, у которого также было показано досто�
верное уменьшение митотического индекса. При

Влияние пептида AEDG на длину теломер и митотический индекс ФГА�стимулированных...
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этом отмечена тенденция к нормализации длин
теломер: их увеличению у тех испытуемых, у ко�
торых была выявлена исходно меньшая длина по
отношению к средней внутри группы, и к умень�
шению, если индивидуальное значение превыша�
ло среднее внутри группы.

Пептид AEDG не влияет на митотическую ак�
тивность ФГА�стимулированных лимфоцитов кро�
ви индивидов молодого и среднего возраста, од�
нако стимулирует пролиферацию фетальных фиб�
робластов человека, как было показано ранее [8].
Возможно, фетальные фибробласты имеют боль�
ший биологический резерв митотической актив�
ности, чем лимфоциты крови индивидов молодого
и среднего возраста. Кроме того, пептид AEDG
является тканеспецифичным [2], и его активность
или её отсутствие может зависеть от типа клеток,
используемых в эксперименте.

Пептид AEDG модулирует относительную дли�
ну теломер лимфоцитов крови индивидов моло�
дого и среднего возраста. При этом стимулирую�
щий эффект пептида AEDG в отношении относи�
тельной длины теломер лимфоцитов крови про�
является при исходно сниженном значении этого
показателя. Полученные результаты согласуются
с данными о стимулирующем влиянии пептида
AEDG на активность гена и фермента теломеразы
в фетальных фибробластах [8]. Можно предпо�
ложить, что пептид AEDG в разных типах клеток
человека регулирует активность гена теломеразы,
функцию соответствующего фермента и длину
теломер.

Работа выполнена при поддержке Министер�
ства образования и науки Российской Федерации
в рамках темы прикладных научных исследова�
ний на 2017�2019 гг. (АААА�А17�117042510406�1).
А.С.Кольцова и М.И.Крапивин являются получа�
телями стипендии Президента РФ.
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