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тохимическое окрашивание осуществляли мы­

шиными моноклональными антителами к ка­

талитической субъединице человеческой тело­

меразы NCL-hТЕRТ ("Novocastra Laboratories
Ltd. "). В качестве вторичных антител исполь­

зовали универсальный пероксиnaзный набор АВС

("Dako"). Окрашивание препаратов проводили в

соответствии с инструкциями к наборам указан­

ных реактивов. Микроскопию осуществляли на

аппарате "Nikon Eclipse Е400" с цифровой ка­

мерой "AST1".
Энзимаmческую активноCTh теломеразы оп­

ределяли по протоколу амплификации теломер­

ных повторов (TRAP) [9]. 106 Клеток отмывали

холодным забуференным фосфатами физиолоrn­

ческим раствором (ЗФР) и лизировали 100 мкл

холодного СНАРS-буфера, в котором в 10% гли­

церине содержалось 10 мМ трис-НСI, рН 7.5,
1 мМ MgCl" 1мМ ЭПА, 0.5% CHAPS, 0.1 мМ
ФМСФ, 5 мМ 2-меркanтоэтанола, на льду в те­

чение 30 мин. Экстракты центрифyrnpовали при

12 000 об/мин в течение 30 мин при 40с. Су­

пернатанты переносили в пробирки и хранили

при -700с. для анализа теломеразной активности

in vitro 2 мкл супернатанта добамяли к 46 мкл

однократного Таq-буфера, содержащего 2 мкМ
ТS-праймера (5'-ААТ CCG TCGAGC AGA GП­
3'), 50 мкМ dNTPs и инкубировали при 300С в

течение 30 мин. Затем добавляли 2 мкМ сх­

праймера (5'-ССС ПА ССС ПА ССС ПА ССС

ПА -3'), 5 вц Тaq-ДНК полимеразы ("Promega")
и проводили 35 циклов ПЦР с параметрами;

94"С - 1 мин, 50"С - 1 мин, 720С - 1.5 мин на

термоциклере с нагревающейся крышкой "DNA
Engine РТС-200" ("М] Research"). Продукты

пцр электрофоретически разделяли в 10% не­

денатурирующем полиакриламидном геле, ок-

693

рашивали с помощью "SYВR Осееп" ("Molecular
Probes") и визуализировали в ультрафиолето­

ВОМ свете.

Среднюю длину теломер в индивидуальных

клетках измеряли методом флкюресцентной гиб­

ридизации in situ с проточной цитофлюоримет­

рией (flow-FISH) [14]. для этого клетки дваж­

ды отмывали в ЗФР, содержащем 0.2% БСА, и

ресуспендировали в растворе для гибридизации,

содержащем 70% формамида, 1.0% БСА, 20 мМ
трис-НС1 рН 7.0 ("Sigma") и 0.3 мкг/мл специ­

фичной для теломер СзТ~ пептидно-нуклеино ...
вой кислотной (ПНК) пробы, меченной ФИТЦ

("PerSeptive Biosystems"), Образцы подвергали

тепловой денатурации при 80"С в течение 10
мин с последующей гибридизацией при комнат­

ной температуре в темноте в течение 2 ч. За­

тем суспензию клеток цеmpифугировали, сynер­

натанты удаляли, а клетки дважды отмывали в

буферном растворе, содержащем 70% формами­

да, 10 мМ трис-НС1 рН 7.0, 0.1% БСА, 0.1%
твин-20 ("Sigma"), и один раз в ЗФР, содержа­

щем 0.1% БСА, 0.1% твин-20. После отмывания

клетки ресуспещировали в зфр, содержащем

0.1% БСА, 10 мкr/мл РНКазы А ("Sigma"), 0.06
мкг/мл йодида пропидия ("Sigma") и инкубиро­

вали при комнатной температуре в темноте в те­

чение 2 ч. Контрольную rnбридизацию без ПНК

осуществляли для выявления фоновой авто­

флюоресuенции и для расчета спеuифичной для

теломер флюоресценции в условных единицах.

104 Клеток анализировали методом проточной

цитофлюориметрии на приборе "FACSCAN"
("Beckton-Dickenson").

Стаmстическую обработку данных осуществ­

ляли с помощью программного обеспечения

"Cel1Quest" и ":XnViewl.l7". Достоверность раз-

а •
Рис. 1. КЛетки НеLз (а) и фетальные фи6робласты.обработанныеэпиталоном (6). Окраска иммуноперокси­

дазным методом, х400.
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л.нчий межny варианТ8..\lИ оuенивали с ПОМОЩЬЮ

I критерия Стьюдеtrra.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

И.,муногистохимичес.кое иСCJ1едование показало

И1пенсивное ядерное окрашивание клеток поло­

жителъной по теломеразе линии НеLз (рис. 1, а),

использованных в качестве ПОЛOЖlпельноro кокг­

ром, а также обработанных ЭШlталонам фeтaIIь­

кых фибpo(inастов (рис. 1, 6). В ИНIЗJCfНЫХ (КОJП­

рольных) феталЬНЫХ фибробластах подобного

окрашивания не обнаружено.

Винтактных феталъных фибробластах таК­

же не обнаружено теломеразной активности, в

РНС. 2. Электрофоретическоеразделение и детек­

ЦИR в пддг ПЦР-8мплиФицированныхудлиненных

TS-праЙмеров. 1- 10 П.О., ДНК-маркер; 2- клет­

1(10'1 НеLз; 3 - фибробласты; 4 - фибробласты, об­

работанные эпиталОНО'-4.

то времв как такая активность выявлена в клет­

ках HeLa и фибробластах,обработан.ньrxэпита·

ланом (рис. 2).
Фякюресuентная гибридизarrnя in situ с про­

точной шпофлюориметриеR продемонстрирова­

ла увеличение средней и максимальной длины те­

JIOMep в фазе G1 клетоЧНОro uикла в фетальнbIX

фибробластах, обработан.н.ых эnитaлоном, rю qшJ­

нению с КОНТРОЛЬНЫМИ клеткзМJ1 (рис. 3). Сред·
кяя мина теломер в фазе G I клеточного цикла

в кокrpoле составила 180 усл. ед. Добавление

эпиталона привело k увеличению средней дlIИ­

ны теломер до 240 усл. ед. (р<0.О5).

Результаты проведенного эксперимента по­

казали, что эпиталон в соматических клетках

1023 ,------------,----,-----,

'. ,.. ,.'. .

1023
Р8н;. 3. Результаты оnределен.,я ДI1\11HЫ телоuер методом флюоресцентноМ г.,брид.,ззции in S/lu с проточ­

ной цитофлкюриметрией (flow-FISH). Фетальные фибр06ласты в контроле (а), ФеталЫ'iые фибробласты, об­

работанные эnиталоном (6). По вертикали - nрокрашивание теломер ПНК-ФИТЦ nроб<»1 (линейный масш­

таб). По горизонтали - nрокрашивание клеточной днк йодидом nроnидия (линейный масштаб). Клетки в фазе

G1 клеточного цикла обведены рамками.
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человека может индуцировать экспрессию энзи­

матическоro компоненга теломеразы, теломepraз­

ную аК1ИВНОСТЬ и удлинение теломер. KOlOpoe
в среднем составило 33.3%. Таким образо.. , 8

нашем эксперименте впервые установлена ин­

дукция теломеразной аlCТИВНОСТИ пептидом. Эrи

данные в значительной мере способствуют по­

ниманию геропротекторных эффектов эпитало­

на в различных экспериментальных моделях [10].
Известно. 'fГO кркrически короткие теломеры не

способны предотвращать слияние хромосом, 'ПО

может привести к активации протоонкогеНО8 и

малигнизации клетки [7], активация теломера­

зы и удлинение теломер под действием пепти­

да объясняет один из механизмов противоопу­

холевого действия эпиталона у старых ЖИВOПIЫX.
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