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Аннотация. Индуцированная «рекомбиногенная ситуация» в гемопоэтических стволовых клетках и активация 
репаративных систем клетки создают основу для рекомбинационных событий между доставленными в клетку 
фрагментами экстраклеточной двуцепочечной ДНК и ДНК хромосом или иных форм репаративно-рекомбина-
ционного процесса. На модельных организмах мыши и крысы, а также с использованием в качестве исходного 
материала клеток костного мозга человека было оценено изменение количества теломерной ДНК в гемопоэти-
ческих стволовых клетках как показатель произошедших репарационно-рекомбинационных событий. Во всех 
проведенных экспериментах в качестве фактора сравнения использовался ангиогенин рекомбинантный чело-
веческий. Методом дот-блот гибридизации показано, что в клетках колоний, полученных из клеток костного 
мозга модельных организмов, а также из клеток образцов костного мозга человека, обработанных препаратом 
двуцепочечной ДНК, произошло достоверное увеличение количества теломерной ДНК. Амплификация теломер-
ной ДНК в клетках колоний не связана с контаминацией препаратом исходной ДНК, которым обрабатывались 
клетки костного мозга. Обработка клеток костного мозга ДНК, не несущей теломерных последовательностей 
(AluI ПЦР-фрагмент), не приводит к увеличению количества теломерной ДНК в клетках выросших колоний. Это 
предполагает участие в амплификации теломерной ДНК экстрахромосомальной ДНК-матрицы, несущей ДНК те-
ломер. Установлено, что обработка клеток костного мозга ангиогенином также сопровождается увеличением 
теломерной ДНК в клетках колоний. Сопоставление типа колоний с интенсивностью гибридизации (т. е. коли-
чества теломерной ДНК в образце) предполагало, что увеличение количества детектируемой теломерной ДНК 
при обработке ангиогенином и hDNAgr имеет принципиально разное происхождение. Вестерн-блот анализом 
и методом ПЦР в реальном времени установлено, что увеличение количества теломерной ДНК при обработке 
клеток костного мозга препаратом двуцепочечной ДНК не коррелирует с активностью эндогенной/экзогенной 
теломеразы. Для ангиогенина показано, что увеличение количества теломерной ДНК может быть результатом 
активации эндогенной теломеразной активности. Разработан принцип амплификации нового генетического 
признака, пришедшего в гемопоэтические стволовые клетки с экстраклеточным двуцепочечным ДНК материа-
лом и закрепившимся в реципиентном геноме или транзитно присутствующим в клетке в качестве новой гене-
тической информации.
Ключевые слова: гемопоэтические стволовые клетки; дот-блот гибридизация; теломерная ДНК; ангиогенин; 
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Abstract. The induced “recombinogenic situation” in hematopoietic stem cells and the activation of the cell’s repara-
tive systems create the basis for recombination events between fragments of extracellular double-stranded DNA de-
livered into the cell and chromosomal DNA or other forms of the reparative-recombination process. In mouse and rat 
model organisms as well as in human bone marrow cells, changes in the amount of telomeric DNA in hematopoietic 
stem cells were assessed as an indicator of repair and recombination events that have occurred. In all experiments 
performed, recombinant human angiogenin was used as a comparison factor. Dot blot hybridization showed that in 
the colony cells obtained from the bone marrow cells of the model organisms as well as from human bone marrow 
cells treated with a double-stranded DNA preparation, there was a significant increase in the amount of telomeric 
DNA. Amplification of telomeric DNA in colony cells is not associated with contamination of the original DNA prepa-
ration with which the bone marrow cells were treated. Treatment of bone marrow cells with DNA that does not carry 
telomeric sequences (AluI PCR fragment) does not lead to an increase in the amount of telomeric DNA in the cells 
of grown colonies. This suggests the participation in the amplification of telomeric DNA of an extrachromosomal 
DNA template carrying telomeric DNA. It has been established that treatment of bone marrow cells with angiogenin 
also leads to an increase in telomeric DNA in colony cells. A comparison of the type of colonies with the intensity of 
hybridization (i. e. the amount of telomeric DNA in the sample) suggests that the increase in the amount of detect-
able telomeric DNA following treatment with angiogenin and hDNAgr has a fundamentally different origin. Western 
blot analysis and real-time PCR revealed that the increase in the amount of telomeric DNA following treatment of 
bone marrow cells with a double-stranded DNA preparation does not correlate with the activity of endogenous/exo-
genous telomerase. For angiogenin, it has been shown that an increase in the amount of telomeric DNA may be the 
result of activation of endogenous telomerase activity. A principle has been developed for the amplification of a new 
genetic trait that came into hematopoietic stem cells with extracellular double-stranded DNA material and was fixed 
in the recipient genome or was transitively present in the cell as new genetic information.
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Введение
Основной идеей настоящей части исследования являет ся 
доказательство участия интернализованных в гемопоэти­
ческие стволовые клетки (ГСК) (Рузанова и др., 2024) 
экстраклеточных фрагментов двуцепочечной ДНК в репа­
рационно­рекомбинационных процессах, активированных 
этими же фрагментами в недифференцирован ных про­
гениторах. В качестве модельной мишени была выбрана 
теломера, представляющая собой массу однородной ДНК, 
изменения количества которой легко обнаружить экс­
периментально. Повторы, образующие теломеру, имеют 

одну и ту же нуклеотидную последовательность у всех 
млекопитающих. Это позволяет использовать человече­
скую ДНК в качестве субстрата для оценки изменения 
количества теломерной ДНК, произошедшего вследствие 
репарационно­рекомбинационных процессов на различ­
ных экспериментальных модельных системах. Методом 
оценки была выбрана количественная дот­блот гибриди­
зация с ДНК теломерного повтора.

Индукция пангеномных одноцепочечных разрывов 
фрагментами двуцепочечной ДНК, интернализованными 
ГСК естественным природным механизмом, представля­
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ет собой основополагающее явление в череде событий, 
определяемых нами как «рекомбиногенная ситуация» 
(Лихачева и др., 2008). Такое состояние клетки приводит 
в движение репарационно­рекомбинационную машину, в 
результате которого возникает множество взаимодействий 
между хроматином и фрагментами ДНК, находящимися 
в ядре. 

По своей сути это та же самая ситуация, когда в клетке 
формируются двуцепочечные разрывы или индуцирует­
ся нарушение структуры хроматина высшего порядка. 
В рамках рекомбиногенной ситуации можно выделить 
две основные стороны процесса: молекулярную фермен­
тативную машину, активированную в клетке, и рекомби­
на ционные интермедиаты хроматина и фрагментов ДНК, 
участвующие в репарационной рекомбинации. Обе сторо­
ны процесса глубоко проанализированы для двуцепочеч­
ных разрывов и одноцепочечной ДНК, однако существует 
минимальное количество информации о факторах реком­
биногенной ситуации, индуцированной никами. 

Следуя сказанному, в Приложениях 1 и 21 мы кратко 
описываем молекулярные события, которые характеризу­
ют появление двуцепочечных разрывов, одноцепочечных 
нитей ДНК или нарушения структуры хроматина высшего 
порядка, предполагая, что многие из описанных деталей 
будут также характерны для рекомбиногенной ситуации, 
индуцированной никами. В Приложении 1 дана краткая 
информация о факторах, участвующих в описываемых 
процессах. Как следует из проведенного в Приложении 2 
анализа, в клетке индуцируется комплексный ответ на по­
вреждения и различные изменения структуры хроматина 
высшего порядка. Активируется система иерархических 
киназ (ATM, ATR, ДНК­PK, относящихся к семейству 
фосфатидилинозитол­3­киназазависимых киназ) и при­
водятся в активное состояние молекулярные системы или 
восстановления целостности хроматина, или нормализа­
ции его пространственной организации.

Разрывы одной из нитей ДНК («ники») находятся в 
списке основных триггеров нарушения структуры хро­
матина высшего порядка. Показано, что этот тип наруше­
ний структуры хроматина имеет свой путь репарации и 
активирует характерную для данного пути палитру ре па­
рационно­рекомбинационных факторов, отличающуюся 
от репаративной машины, восстанавливающей двуцепо­
чечные разрывы. При рекомбиногенной ситуации, инду­
цированной никами, активируется процесс гомологичной 
рекомбинации, основной характеристикой которого яв­  
ляется высокая точность коррекции генетической инфор­
мации (Vriend, Krawczyk, 2017; Maizels, Davis, 2018). Из­
вестно, что при возникновении ников и их репарации 
по механизму гомологичной рекомбинации АТМ и ATR 
киназы не являются абсолютно необходимыми факторами 
процесса восстановления повреждения. Это означает, что 
ник­опосредованная гомологичная рекомбинация может 
проходить без участия иерархических киназ и, как след­
ствие, без активации «чек­поинт» механизма. Также есть 
основания считать, что опосредованная никами гомо­
логичная рекомбинация не зависит от фазы клеточного 
1 Приложения 1–5 см. по адресу: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2025-29/appx16.pdf

цикла. Репарация ников, как и репарация двуцепочеч­
ных разрывов, зависит от формирования филаментов ре­
пликативного фактора А. При этом если репарация дву­
цепочечных разрывов зависит от активности BRCA1, 
RAD51, BRCA2 комплексов, то репарация ников связана 
с активностью BRCA1, но не зависит от RAD51 (Vriend, 
Krawczyk, 2017; Maizels, Davis, 2018).

Таким образом, фрагменты ДНК, интернализованные 
в клетку, индуцируют ники. Развивается рекомбиноген­
ная ситуация, и инициируется механизм гомологичной 
рекомбинации. При таком сценарии фрагменты ДНК, 
находящиеся внутри клетки, выступают в качестве вне­
хромосомного субстрата для репаративно­рекомбинаци­
онных процессов, ими же активированных. В результате 
взаимодействия фрагментов и хроматина произойдут 
изменения ДНК хромосом. Мы предполагаем, что если 
эти изменения будут масштабными, то их можно детек­
тировать современными методами анализа.

Очевидно, что наиболее вероятными локусами хромо­
сом, в которых возможно обнаружить произошедшие с 
геномом изменения, окажутся локусы, содержащие по­
вторяющиеся последовательности, к которым относятся 
районы интеркалярного гетерохроматина, центромеры и 
теломеры. Эти районы хромосом содержат большое коли­
чество ДНК, и в случае масштабных изменений можно бу­
дет различными экспериментальными подходами, вклю­  
чая ПЦР в реальном времени, флуоресцентную in situ ги­
бридизацию (FISH), количественную дот­блот гибридиза­
цию, определить изменение количества ДНК в выбранном 
локусе. Интеркалярный гетерохроматин и центромерные 
сателлиты видоспецифичны, и для анализа изменений, 
произошедших в геноме, необходимо брать аллогенную 
ДНК. Теломерные сателлиты у всех млекопитающих и 
человека представлены одним и тем же гексануклеотид­
ным повтором TTAGGG, и для проведения экспериментов 
и анализа изменения в теломерных локусах на различных 
видах можно использовать любую двуцепочечную ДНК 
млекопитающих или человека (Giardini et al., 2014).

Теломеры – это специфические структуры хроматина на 
концах хромосом эукариотических клеток. ДНК теломер 
большинства эукариот, как было сказано выше, состоит 
из повторяющихся гексануклеотидов (для чело века – 
TTAGGG). Размер теломеры для человеческих хро мо­
сом составляет около 10 т. п. н. Прямая и комплементар­
ная цепи теломер называются G­ и C­нитями. 3ʹ­конец 
G­нити является одноцепочечной ДНК, которая называ­
ется G­хвостом. Показано, что G­хвост проникает в про­
ксимальный двуцепочечный повтор и взаимодействует с 
C­нитью, образуя особую структуру – t­петлю. Каждая 
теломера представляет собой окончание ДНК хромосомы, 
которое защищено от процессов деградации, вызывающих 
нестабильность хромосом, замкнутым кольцом t­петли и 
комплексом специфических белков – шелтерином и гете­
ротримером CST (CTC1­STN1­TEN1). CST гетеротример 
связывается с интермедиатом t­петли в точке аннилинга 
одноцепочечной свисающей G­цепи и комплементарной 
последовательности 3ʹ–5ʹ цепи (C­цепь), формируя за­
щитный комплекс кэпирования (рис. 1, А) (Giardini et al., 
2014; Soman et al., 2022; Alanazi et al., 2024).

https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2025-29/appx16.pdf
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2025-29/appx16.pdf
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Специфический белковый комплекс шелтерин служит 
функциональной основой хроматина теломер и в клет­
ках млекопитающих состоит из одного (POT1) и двух 
(TRF1 и TRF2) теломерных ДНК­связывающих белков, 
а также специфических белков, соединяющих эти ДНК­
связывающие белки (см. рис. 1, А) (Giraud­Panis et al., 
2010; Lee et al., 2014; Soman et al., 2022). Вместе указанные 
структурные комплексы у млекопитающих формируют 
теломерный гетерохроматин (Lu W. et al., 2013).

ДНК теломер в делящихся клетках подвержена укоро­
чению (так называемая проблема конечной репликации). 
 Полуконсервативная репликация не может завершить 
синтез концов линейной ДНК. Таким образом, после не­
скольких раундов клеточного деления соматические клет­
ки имеют укороченную ДНК теломер, что приводит к 
необратимой остановке роста клеток, или репликативно­
му старению (Chan, Blackburn, 2003; Doksani, 2019; Jones 
et al., 2023).

Описано два механизма, предотвращающих укороче­
ние теломер и сохраняющих возможность бесконечного 
деления, которые активны в стволовых клетках, в том 
числе ГСК, и в иммортализованных клетках опухоли. 
Основной механизм связан с активностью теломеразы 
(см. рис. 1, B). Теломераза – это специфическая обратная 
транскриптаза, которая удлиняет G­нить теломерной ДНК. 
Стволовые клетки и раковые клетки около 90 % опухолей 
поддерживают длину теломер теломераза­зависимым об­
разом (Chan, Blackburn, 2003; Nandakumar, Cech, 2013). 

Второй механизм носит название «альтернативное 
удлинение теломер» и описан для незначительного коли­
чества опухолей. Этот путь характеризуется специфиче­

ским механизмом метаболизма ДНК теломер, в котором 
основным элементом являются рекомбинация и рекомби­
нация, ассоциированная с репликацией (Lundblad, 2002; 
Hande, 2004; Pickett et al., 2009; Nabetani, Ishikawa, 2011; 
Rovatsos et al., 2011; Doksani, 2019; Loe et al., 2020; Lu R., 
Pickett, 2022; Jones et al., 2023).

В настоящем исследовании для оценки масштабных 
изменений в геноме был выбран анализ количества те­
ломерной ДНК как мишени, состоящей из повторов, не 
имеющих видовой специфичности у млекопитающих, в 
клетках, обработанных терапевтической ДНК hDNAgr. 
Анализ выполнен с использованием трех подходов: 
FISH, ПЦР в реальном времени, дот­блот гибридизация 
(Приложение 3). Как сказано выше, простым способом 
оценить изменение количества теломерной ДНК в ГСК 
будет анализ этого параметра в клетках­потомках после 
обработки ГСК в составе клеток костного мозга и после 
их амплификации в виде колоний на метилцеллюлозе (до 
1000 клеток в колонии). ГСК с измененной генетикой на 
метилцеллюлозе дадут генетически однородное потом­
ство, т. е. произойдет амплификация нового признака, 
который можно детектировать (технология является соб­
ственностью ООО «ЭС.ЛАБ ДИАГНОСТИК», патентная 
заявка № 2023124343 от 20.09.2023). Теломеры образова­
ны повторами, которые идентичны для всех млекопи таю­
щих (TTAGGG повтор «позвоночных/человека»). Этот 
факт принципиально позволял использовать hDNAgr в 
мышиной или крысиной моделях для оценки изменения 
количества теломерной ДНК. 

Дополнительно было оценено изменение количества 
теломеразы в клетках колоний. Через 15 суток после пер­
вичной индукции в составе клеток костного мозга клетки 
колоний повторно обрабатывались теми же факторами. 
Образцы клеток отбирались во временные точки 0 (без 
обработки) и спустя 1, 2, 4, 8, 16, 32 ч после повторной 
обработки. Все оценки проводились в сравнении между 
клетками, обработанными тремя индукторами – ангиоге­
нином, hDNAgr и совместно двумя препаратами. 

Материалы и методы
Экспериментальные животные. В работе использова­
ны молодые самцы мышей CBA/Lac в возрасте от 2 до 
5 месяцев, старые самцы мышей CBA/Lac в возрасте от 
9 до 12 месяцев; старые самцы крыс линии Wistar в воз­
расте от 18 до 22 месяцев, выведенные в ЦКП «Виварий 
конвенциональных животных» Института цитологии и 
генети ки СО РАН (Новосибирск, Россия). Животных со­
держали группами по 6–10 мышей и по 3–4 крысы в клет ке 
со свободным доступом к пище и воде. Все эксперименты 
с животными были одобрены Комитетом по уходу и ис­
пользованию животных Института цитологии и генетики 
СО РАН. Мышей выводили из эксперимента методом 
цервикальной дислокации шейных позвонков, крыс – ме­
тодом СО2 эвтаназии или декапитацией.

Клетки костного мозга человека. Были использо­
ваны клетки криоконсервированного сепарата костного 
мозга больных лимфомой Ходжкина, предоставленного 
криобанком Научно­исследовательского института фун­
даментальной и клинической иммунологии (НИИФКИ). 
В Клинике иммунопатологии НИИФКИ в отделении ге­
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Рис. 1. Структура теломеры и механизм ее удлинения теломеразным 
комплексом.
А – белковые комплексы в теломерном районе. В – механизм удлинения 
теломеры теломеразным комплексом. Несколько нуклеотидов на 3’ конце 
G-цепи теломеры комплементарно связываются с последовательностью 
шаблонного домена теломеразной РНК TERC. Хромосомный конец удли-
няется обратной транскриптазой TERT.



Анализ изменения количества теломерной ДНК  
при обработке гемопоэтических стволовых клеток

В.С. Рузанова, С.Г. Ошихмина, Г.С. Риттер … 
Н.А. Колчанов, А.С. Проскурина, С.С. Богачев

2025
29 • 4

483МОЛЕКУЛЯРНАЯ И КЛЕТОЧНАЯ БИОЛОГИЯ / MOLECULAR AND CELL BIOLOGY

матологии с блоком трансплантации костного мозга про­
водится лечение больных гемобластозами высокодозной 
химиотерапией и трансплантацией аутологичных или 
аллогенных периферических ГСК. При заготовке пери­
ферических стволовых клеток наряду с основным про­
дуктом афереза, который трансплантируется пациенту, 
заготавливается два­три образца (пробирки­спутники) 
сепарированных клеток для контроля качества продукта 
афереза и научных исследований. Такие образцы иссле­
довались в настоящей работе. Каждый образец сепарата 
костного мозга, включая образцы­спутники, сопровож­
дается необходимым пакетом документов, включающим 
информированное согласие, протокол исследований ма­
териала костного мозга, протокол лечения, которые под­
писываются пациентом в соответствии с установленными 
нормами. После проведенного лечения образцы­спутни ки 
утилизируются согласно СанПиН или используются в 
науч ных целях. Документы, сопровождающие каждый 
забор материала костного мозга, хранятся в архиве крио­
банка НИИФКИ и могут быть востребованы по офици­
альному запросу.

Препарат ДНК. Реконструктор ДНК генома человека 
(hDNAgr) и ДНК плаценты были выделены из плацент 
здоровых женщин. hDNAgr фрагментировали до 1–10 ну­
клеосомных мономеров (200–2000 п. н.) путем обработки 
ультразвуком, депротеинизировали с помощью протеи­
назы K и выделяли фенол­хлороформной экстракцией. 
ДНК плаценты выделяли аналогичным образом, без фраг­
ментации.

Ангиогенин предоставлен ООО «Лаборатория Ангио­
фарм» (Новосибирск, Россия).

pBSМ13-AluI-pBSМ13 ПЦР-фрагмент. Амплифи­
кацию AluI повтора человека (pBSM13­AluI­pBSM13 
фрагмент) проводили с помощью ПЦР. Матрица представ­
ляла собой ДНК AluI повтора, клонированного в pUC19, 
включающего начало и конец тандемно повторяющихся 
последовательностей AluJ и AluY (NCBI: AC002400.1, 
53494–53767). Для амплификации использовали стандарт­
ные праймеры M13 (M13 for: 5ʹ GTAAAACGACGGCC 
AGT 3ʹ, M13 rev: 5ʹ CAGGAAACAGCTATGAC 3ʹ). ПЦР­
фрагмент переосаждали 0.1 V NaAc 3 M, pH 5.2, и 1 V 
изопропанола в течение 10 мин при –20 °С. Осадок про­
мывали в 70 % этаноле и растворяли в стерильной воде.

Выделение клеток костного мозга. После церви­
кальной дислокации шейных позвонков у мышей препа­
рировали бедренные и большеберцовые кости, отсекали 
эпифизы и вымывали костный мозг средой IMDM+2 % 
FBS. Клеточную суспензию пропускали несколько раз 
через иглу 21­го калибра, чтобы избавиться от костно­
мозговых розеток, и фильтровали через 40 мкм. Клетки 
осаждали центрифугированием 10 мин при 400g и ресус­
пендировали в буфере со 130 мМ хлоридом аммония для 
лизиса эритроцитов на 3–5 мин. Затем буфер разбавляли 
в 10 раз PBS, клетки вновь осаждали, ресуспендировали 
в среде IMDM и подсчитывали в камере Горяева.

Обработка клеток костного мозга индукторами. 
Клетки костного мозга, выделенные из старых животных 
и сепаратов костного мозга больных лимфомой Ходжкина, 
инкубировали с индукторами в течение 1 ч в атмосфере 
5 % СО2, влажности 95 %, 37 °С из расчета: на 3 млн 

клеток – 500 мкг hDNAgr, либо 500 нг ангиогенина, либо 
500 мкг hDNAgr и 500 нг ангиогенина совместно в 1 мл 
среды IMDM без сыворотки. Контрольные клетки кост­
ного мозга (без обработок) инкубировали в среде IMDM 
без сыворотки с добавлением PBS в объеме, равном объ­
ему добавленного индуктора к активированным клеткам 
костного мозга.

Культивирование клеток костного мозга в метил-
целлюлозной среде. Клетки костного мозга после/без 
активации индукторами переосаждали в течение 10 мин 
при 400g и ресуспендировали в среде IMDM+2 % FBS. 
Для количественного определения и анализа миелоидных 
предшественников клетки костного мозга мыши помеща­
ли в метилцеллюлозную среду MethoCult M3434, а клетки 
костного мозга крысы и человека – в метилцеллюлозную 
среду MethoCult H4034 (Stem Cell Technologies). Подсчет 
количества колоний и выделение клеток из метилцеллю­
лозной среды после культивации осуществляли согласно 
инструкции производителя. Культивирование клеток про­
водили 9–15 дней, в зависимости от целей эксперимента.

Выделение ДНК из клеток колоний и печени моло-
дых мышей. Клетки колоний осаждали при 400g в тече­
ние 5–7 мин. Осадок ресуспендировали в 50 мМ ЭДТА.

После цервикальной дислокации шейных позвонков у 
мышей отсекали фрагмент печени и гомогенизировали 
его в буфере со 100 мМ ЭДТА, pH 8.0, и 20 мМ Трис­HCl, 
pH 7.5. Затем в обоих случаях к клеткам добавляли SDS 
до 1 % и инкубировали гомогенат со 100 мкг/мл протеи­
назы K при 58 °С в течение 60 мин. Для выделения ДНК 
проводили фенол­хлороформную экстракцию и пере­
осаждение 1 V изопропанола из 0.3 М NaAc. Осадок ДНК 
промывали 70 % этанолом и растворяли в стерильной 
воде. Количество ДНК измеряли на флуориметре Qubit 4 
(Thermo Fisher Scientific, США).

Выделение суммарной РНК. Клетки колоний осажда­
ли при 400g в течение 5–7 мин. Осадок ресуспендировали 
в TRIzol Reagent (Thermo Fisher Scientific, США). Суммар­
ную РНК выделяли в соответствии с инструкциями про­
изводителя. Количество РНК измеряли на флуори метре 
Qubit 4 (Thermo Fisher Scientific, США).

Получение кДНК. ПЦР с обратной транскрипцией 
проводили на матрице поли­А мРНК с использованием 
амплификатора T100 Thermal Cycler (Bio­Rad Laboratories, 
США) и набора MMLV RT («Евроген», Россия) по про­
токолу производителя.

Дот-блот гибридизация. Для количественной оценки 
теломерной ДНК использовали образцы ДНК, выделен­
ные из клеток колоний мыши и человека. ДНК образцов 
была озвучена до размеров 100–500 п. н. Образцы ДНК де­
натурировали в 0.2 М NaOH при 100 °С в течение 10 мин и 
равное количество ДНК наносили на мембрану Hybond N, 
используя специальное оборудование для нанесения – 
дот­камеру. Образцы прижигали к мембране 10 мин под 
ультрафиолетовой лампой и хранили до гибридизации. 

Мембрану с пришитой к ней ДНК переносили в 50 мл 
предгибридизационного буфера, содержащего 0.1 % 
SDS, 5×SSC, 5× раствор Денхарда, 100 мкг/мл суммар­
ной РНК дрожжей, и инкубировали при 37 °С в течение 
1–3 ч. Меченый образец ДНК 54 п. н. (P32 олигонуклеотид 
G­зонд – (TTAGGG)9, С­зонд – (CCCTAA)9) денатуриро­
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вали кипячением в течение 10 мин и вносили в 50 мл ги­
бридизационного буфера, содержащего 0.1 % SDS, 5×SSC, 
5 % декстран сульфат 500 000, 100 мкг/мл суммарной РНК 
дрожжей. Предгибридизационный раствор сливали и к 
мембране после перемешивания приливали гибридизаци­
онный буфер, содержащий меченый материал. Гибридиза­
цию вели при 37 °С на протяжении ночи при постоянном 
перемешивании. После гибридизации мембрану отмывали 
раствором, содержащим 0.1 % SDS и 0.1×SSC, три раза 
по 15 мин при 37 °С. Режим гибридизации (буферная 
система, температура и количество отмывок) коротких 
олигонуклеотидов выбран эмпирически при проведении 
многочисленных экспериментов с радиоактивным фосфо­
ром и находится в пределах 37–42 °С (Dolgova et al., 2012).

Мембрану с перенесенными на нее образцами экспо­
нировали на экран К­типа. Сканирование радиоизотопных 
образцов выполняли при помощи системы PharosFX. 
Полученные изображения анализировали в программе 
Quantity One по параметру плотности пятен (интенсив­
ность/мм2).

Пульс-форез. Для оценки теломерной ДНК методом 
пульс­фореза использовали клетки крысиных колоний. 
Их объединяли, отмывали от метилцеллюлозной среды 
и считали в камере Горяева. Клетки колоний заливали в 
блоки 1 % легкоплавкой агарозы из расчета 500 тыс. кле­
ток на один блок. До проведения анализа блоки хранили в 
0.5 М ЭДТА при 4 °С. Перед пульс­электрофорезом блоки 
споласкивали в ТЕ­буфере и инкубировали с лизирующим 
буфером (50 мM ЭДТА, 1 % саркозил (Serva, Германия), 
1 мг/мл протеиназы K (Thermo Fisher Scientific, США)) 
в течение 20 мин при 50 °С. Затем блоки легкоплавкой 
агарозы фиксировали в карманах агарозного блока и 
под вергали электрофоретической разгонке в системе 
пульс­фореза в режиме: forward – 3 с, reverse – 1 с, RAM­
фактор – 0.9. 

После этого ДНК переносили на мембрану Hybond N 
с использованием капиллярного способа в 20×SSC (Ма­
ниатис и др., 1984). Образцы ДНК прижигали к мембране 
в течение 10 мин под ультрафиолетовой лампой и храни­
ли до гибридизации. Далее гибридизацию с P32 олиго­
ну клеотидом и сканирование радиоизотопных образцов 
проводили таким же образом, как и при дот­блот гибри­
дизации.

Анализ экспрессии TERT. Клетки костного мозга, вы­
деленные из сепаратов костного мозга больных лимфомой 
Ходжкина, инкубировали с индукторами (hDNAgr, ангио­
генин, ангиогенин+hDNAgr) и без индукторов (клетки 
костного мозга без обработок, контроль) в среде IMDM в 
течение 1 ч в атмосфере 5 % СО2, влажности 95 %, 37 °С. 
Затем на протяжении 15 дней клетки костного мозга куль­
тивировали в метилцеллюлозной среде. При выделении 
клеток из метилцеллюлозной среды об разовавшиеся 
колонии объединяли и отмывали от среды согласно ин­
струкции производителя. Далее клетки образовавшихся 
колоний считали в камере Горяева и вновь инкубировали 
с индукторами. После/без активации ин дукторами клетки 
переосаждали в течение 10 мин при 400g, ресуспенди­
ровали в DMEM/F­12 (1:1) среде (« БиолоТ», Россия) с 
добавлением 10 % эмбриональной бычьей сыворотки 
(Capricorn Scientific, Германия), гентамицина 100 мкг/мл 

(«Дальхимфарм», Россия) и амфотерицина Б 1 мкг/мл 
(«Синтез», Россия) и рассаживали по лункам в 24­луноч­
ном планшете. Через 1, 2, 4, 8, 16, 32 ч после повторной 
индукции отбирали образец клеток и делили его на две 
равные по количеству клеток части. Нулевая точка пред­
ставляла собой клетки колоний до повторной обработки 
индукторами.

Одну часть клеток осаждали, осадок лизировали в 
TRIzol Reagent и выделяли суммарную РНК. Образцы 
РНК были пуллированы в две группы: 0–4 и 8–32 ч. 
RT­ qPCR проводили на матрице мРНК поли­А на ам­
плификаторе T100 Thermal Cycler с набором MMLV RT 
согласно протоколу производителя. qPCR проводили в 
96­луночных планшетах с использованием BioMaster 
HS­qPCR SYBR (2×) в соответствии с протоколом произ­
водителя на приборе QuantStudio 5 Real­Time PCR System 
(Applied Biosystems, США). Последовательности прайме­
ров приведены в таблице. Анализ qPCR каждого образца 
выполняли в трех повторностях. Относительный уровень 
экспрессии определяли методом 2–ΔΔСt. Временная груп­
па образцов 0–4 ч была выбрана в качестве контрольной 
группы; уровень экспрессии целевого гена в них прини­
мали равным 1, референсный ген – Rplp0. Протокол для 
ПЦР был следующим: 95 °С в течение 5 мин, 40 циклов 
по 95 °С в течение 20 с, 57 °С – 30 с, 72 °С – 30 с, с за­
ключительным этапом плавления с медленным нагревом 
от 60 до 95 °С.

Другую часть клеток осаждали и ресуспедировали в 
физиологическом растворе. К суспензии клеток добавляли 
ингибиторы протеаз: PMSF, N­этилмалеимид, TPSK до 
1 мМ и апротинин до конечной концентрации 2 мкг/мл. 
Затем добавляли Sample buffer (66 мМ Трис­HCl, pH = 6.8, 
26.3 % глицерина, 2.1 % SDS, 0.011 % бромфенолового 
синего), кипятили лизаты при 96 °C в течение 10 мин и 
центрифугировали 5 мин при 12 тыс. оборотов. Лизаты 
использовали для электрофореза, образцы не объединяли 
по времени. Перед нанесением на электрофорез образцы 
выравнивались по количеству клеток, подвергшихся ли­
зису. В качестве контроля был взят коммерчески доступ­
ный рекомбинантный белок TERT человеческий (Cloud­
Clone­Corp, США) (2 мкг на дорожку). Вестерн­блот с 
антителами проводился после электрофореза и переноса 
на нитроцеллюлозную мембрану. Неспецифическое свя­
зывание блокировалось инкубацией в 0.01 М фосфатно­
солевом буфере (PBS), содержащем 0.02 % Tween 20, в 
течение ночи при 4 °C. Затем мембраны инкубировали 
с поликлональными антителами к человеческому TERT 
(Cloud­Clone­Corp, США) или с моноклональными пер­

Последовательности используемых праймеров

Праймер Структура

Rplp0-for 5’ CGTCCTCGTGGAATGACAT 3’

Rplp0-rev 5’ GCATCATGGTGTTCTTGCCC 3’

TERT-for 5’ GGCACGGCTTTTGTTCAGAT 3’

TERT-rev 5’ ACATGCGTGAAACCTGTACG 3’
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вичными антителами к человеческому TERT (Antibody 
System, Франция) и вторичными антителами к мышиному 
IgG (H+L) (Affinity Biosciences, США). Сигнал визуализи­
ровали с помощью ECL Western blotting detection system 
(Abcam, Великобритания) и детектировали на устройстве 
iBright (Thermo Fisher Scientific, США).

Статистический анализ был выполнен с использо­
ванием программного обеспечения Statistica 8 (StatSoft, 
США). Достоверность различий оценивали с помощью 
U­критерия Манна–Уитни, выявленные различия считали 
статистически значимыми при p < 0.05.

Результаты

Выбор адекватного метода  
оценки количества теломерной ДНК
Проведена серия аналитических экспериментов. На пер­
вом этапе на мышиной модели были отработаны три прин­  
ципиальных методических подхода определения количе­
ства теломерной ДНК. 

Для выбора адекватного метода клетки костного мозга 
мышей были обработаны активаторами hDNAgr и ангио­
генином и высеяны на метилцеллюлозу. Через 9 суток 
клетки были собраны. Из части клеток выделили ДНК и 
провели ПЦР в реальном времени и дот­блот гибридиза­
цию. Часть клеток того же образца обработали колхици­
ном и провели FISH. Таким образом, эксперименты были 
выполнены в один момент времени, «здесь и сейчас», с 
использованием одного и того же материала клеток, что 
позволило оценить адекватность каждого подхода для ко­
личественной оценки содержания теломерной ДНК в ана­
лизируемых образцах (см. Приложение 3).

Полученные данные свидетельствовали, что анализ 
длины теломер методами ПЦР в реальном времени и FISH 
в выбранных экспериментальных условиях дает противо­
речивые результаты, которые можно интерпретировать 
различными механистическими вариантами. Только дот­
блот гибридизация позволяет выявить существующую вы­
сокую достоверную разницу в изменении количества те­
ломерной ДНК. В этой связи мы выбрали метод оценки 
количества теломерной ДНК с использованием количе­
ственной дот­блот гибридизации. Этот подход позволяет 
прямо оценить количество гомологичной используемому 
зонду ДНК в экспериментальном образце независимо от 
перечисленных в Приложении 3 обстоятельств.

Оценка количества теломерной ДНК  
в клетках колоний методом дот-блот гибридизации
Увеличение количества теломерной ДНК в потомках ГСК, 
обработанных в составе клеток костного мозга и давших 
колонии с увеличенным количеством теломерной ДНК, 
может иметь несколько принципиальных вариантов про­
исхождения:
1) интеграция теломерной ДНК, исходно присутствующей 

в образце hDNAgr, в геном ГСК и ее амплификация в 
составе генетически однородных клеток колоний; 

2) амплификация циклизованных теломерных повторов, 
присутствующих в препарате hDNAgr, по типу «катяще­
гося кольца» или альтернативного удлинения теломер; 

3) индукция эндогенной теломеразы ГСК или индукция 
транзитного гена теломеразы, пришедшего вместе с 
интернализованной в ГСК экстраклеточной hDNAgr, 
стохастически содержащей ДНК гена теломеразы; 

4) активация покоящихся ГСК, ранее никогда не активиро­
ванных жизненными событиями, содержащих исходное 
максимально возможное количество теломерных по­
второв (а значит, теломерной ДНК); 

5) увеличение количества теломерной ДНК является 
следствием присутствия в клетках колоний остаточной 
исходной hDNAgr;

6) возможны также смешанные варианты.

Клетки костного мозга мыши и человека
Оценено количество теломерной ДНК в клетках­потомках 
ГСК, обработанных в составе клеток костного мозга акти­
ваторами hDNAgr, ангиогенином и совместно, на мыши­
ной модели и в клетках костного мозга человека методом 
количественной дот­блот гибридизации (рис. 2). Экспе­
рименты были повторены многократно (см. пояснения к 
рис. 2) с ДНК из различных выделений и использованием 
прямого и обратного праймера­зонда для гибридизации. 
Было выбрано два подхода к нормированию количества 
ДНК в образцах обработанных клеток. Первый – коли­
чество ДНК выравнивалось по интеркалятору (Qubit) и 
проводилась количественная дот­блот гибридизация (мы­
шиная модель, клетки костного мозга человека). Второй – 
нормирование осуществлялось по количеству взятых в 
обработку клеток колоний (крысиная модель).

На рис. 2, H сопоставляются сигналы гибридизации с 
теломерным зондом ДНК, выделенной из клеток, обрабо­
танных ангиогенином, hDNAgr и совместно индукторами. 
Можно видеть, что в различных экспериментах в образцах 
ангиогенина интенсивность гибридизации разнонаправ­
ленно меняется. Для hDNAgr она всегда выше, чем в конт­
роле, количество теломерной ДНК для индуктора hDNAgr 
превосходило количество теломерной ДНК в контроле в 
1.1–2.5 раза. При совместном применении двух индукто­
ров сигнал гибридизации незначительно выше контроля. 
Полученные результаты означали, что рассматриваемый 
признак для ангиогенина как монопрепарата нестабилен. 

Сопоставление типа колоний с интенсивностью ги-
бридизации. Проведено сопоставление зависимости силы 
гибридизационного сигнала (т. е. количества теломерной 
ДНК в образце) от типа колоний в четырех независимых 
экспериментах, где учитывались указанные параметры. 
Анализировались два ростка, BFU­E и CFU­GM (При­
ложение 4).

Можно полагать, что увеличение количества детекти­
руемой теломерной ДНК при обработке ангиогенином и 
hDNAgr имеет принципиально разное происхождение. Для 
ангиогенина возможен вариант увеличения количества 
теломерной ДНК, связанный с индукцией активности 
G0 CFU­GM колоний, ранее в костном мозге неактив­
ных, содержащих эмбрионально заложенное количество 
теломерной ДНК. Для hDNAgr при сопоставлении всех 
полученных данных на обеих модельных системах не 
обнаруживается корреляции между силой гибридизации 
и превалированием колоний одного из типов.
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Оценка интенсивности гибридизации с P32 теломер-
ным зондом при использовании в качестве индуктора 
ПЦР-фрагмента pBSМ13-AluI-pBSМ13. Отдельно сле­
дует остановиться на результатах сравнительной гибри­
дизации с ДНК, выделенной из колоний, полученных из 
ГСК в составе клеток костного мозга, которые были об­
работаны pBSМ13­AluI­pBSМ13 ПЦР­фрагментом, с ДНК 
плаценты и с ДНК, выделенной из колоний на 15­е сут­
ки после обработки индукторами. Оказалось, что ДНК 
ПЦР­фрагмента не стимулирует увеличение количества 
теломерной ДНК в клетках колоний (см. рис. 2, E–G). 
Этот факт означает, что фрагменты экстраклеточной ДНК 
(в данном конкретном эксперименте) не индуцируют ак­
тивность эндогенной теломеразы. 

Обоснование возможности изменения силы гибри-
дизации в зависимости от количества и состава интер-
нализованных ДНК фрагментов, а также от варианта 
P32-меченого теломерного (С/G) зонда. Необходимо от­
метить, что изменения силы гибридизации в образцах с 
участием hDNAgr в различных экспериментах могут быть 
связаны с количеством доставленных в клетку теломерных 
ДНК. Поскольку в клетке может присутствовать около 
0.2 % (для мыши) – 0.02 % (для человека) (Рузанова и др., 
2024; Potter et al., 2024) экстраклеточных фрагментов, то 
результатом конкурентной интернализации всегда будет 
неопределенность в качественном составе доставленных 
фрагментов. Это означает, что количество теломерных по­
второв может существенно изменяться от эксперимента к 
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Рис. 2. Количественная дот-блот гибридизация ДНК, выделенной из колоний стволовых гемопоэтических клеток костного мозга мышей (А, B) 
и человека (C–G) без индукции (Control) и после индукции ангиогенином, препаратом hDNAgr или совместно ангиогенином и препаратом 
hDNAgr, с использованием в качестве зонда теломерного повтора (54 п. н., n = 9). A1, А3, С, F – C-зонд; А2, А4 – G-зонд. Также в качестве контроль-
ных образцов использовали ДНК молодых мышей (A4), ДНК плаценты человека (F) и ДНК, выделенную из колоний, полученных из ГСК в соста-
ве клеток костного мозга, обработанных pBSМ13-AluI-pBSМ13 ПЦР-фрагментом (E, F). Мембрану анализировали с помощью фосфоимиджера. 
Интенсивность сигнала анализировали в программе Quantity1. А, C, E, F – фотографии мембран после гибридизации. B, D, G – диаграммы, от-
ражающие плотность пятен (интенсивность/мм2) относительно контрольной группы, плотность пятен в которой принята за единицу (красная 
линия). Достоверные различия определены с помощью критерия Манна–Уитни: B – по сравнению с контрольной группой, G – по сравнению 
с группой, обработанной AluI фрагментом, * р < 0.05, ** р < 0.01. H – сравнительный анализ интенсивности гибридизации (т. е. количества те-
ломерной ДНК) по индивидуальным экспериментам между образцами ДНК колоний после обработки ангиогенином, hDNAgr или совместно 
ангиогенином и препаратом hDNAgr.
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эксперименту. Кроме того, изменение силы гибридизаци­
онного сигнала могло быть связано с использованием или 
прямого, или обратного праймера. Анализ интенсивности 
гибридизации при применении двух различных зондов 
свидетельствует, что максимальной амплификации под­
верглась ДНК, гомологичная G­хвосту (С­зонд). ДНК, 
гомологичная С­хвосту (G­зонд), тоже амплифицирована, 
но незначительно. 

Сопоставление силы гибридизационного ответа на 
P32-меченый теломерный ДНК зонд между ДНК, вы-
деленной из колоний контрольного образца, и ДНК, 
выделенной из печени молодых животных. Проведено 
сопоставление силы гибридизационного ответа на тело­
мерный ДНК зонд, меченный фосфором, между ДНК, 
выделенной из колоний контрольного образца, и ДНК, 
выделенной из печени молодых животных (см. рис. 2, А4). 
Можно видеть однозначно трактуемое увеличение силы 
гибридизационного ответа в образце молодых живот­
ных, что подкрепляет известный факт о более низком 
количестве теломерной ДНК в ГСК у старых организмов 
по сравнению с молодыми особями. Также полученные 
данные свидетельствуют, что если в результате действия 
индукторов произошла активация пролиферации спящих 
ГСК эмбрионального происхождения, то картина гибри­
дизации для образцов, полученных от молодых живот­
ных и экспериментальных мышей, не будет существенно 
различаться.

Оценка возможности сохранения в ГСК остаточного 
материала hDNAgr после обработки этой ДНК ГСК в 
составе клеток костного мозга, которая может давать 
артефакт увеличения количества теломерной ДНК. 
Если доставленная в клетку ДНК не интегрирует в геном, 
то существует вероятность ее длительного присутствия 
в качестве экстрахромосомального материала, который и 
может давать артефакт увеличения количества теломерной 
ДНК (Dolgova et al., 2012). 

Мы оценили количество чужеродной ДНК в клетках­по­
томках клеток костного мозга человека на 15­е сутки куль­
тивирования на метилцеллюлозе после обработки ГСК 
в составе клеток костного мозга TAMRA­меченой ДНК 
AluI повтора, обрамленного последовательностями pBS 
с праймерами М13 (Приложение 5). Полученные резуль­  
таты свидетельствуют, что в клетках колоний не детекти­
руются молекулы ДНК AluI повтора, исходно попавшие в 
ГСК при первичной обработке клеток костного мозга. То 
есть обнаруженное в экспериментах по дот­блот гибриди­
зации увеличение количества теломерной ДНК не может 
быть следствием присутствия в клетках колоний остаточ­
ной исходной ДНК. Кроме того, по­видимому, фрагменты 
AluI вместе с негомологичными концами pBSM13 не по­
падают в состав генома и не амплифицируются в ПЦР.

Суммируя все полученные данные, можно сделать опре­
деленные выводы. Для hDNAgr увеличение интенсивности 
гибридизации не связано с превалированием одного из 
типов колоний, а значит, не связано с ГСК, ранее неактив­
ными на протяжении всей жизни организма. Возможны 
варианты активации гена теломеразы экзогенного проис­
хождения, прямой интеграции теломерной ДНК в геном 
ГСК или появления дополнительной теломерной ДНК, 

связанного с репликацией, при обработке клеток костного 
мозга индуктором. Исключается вариант сохранения в 
клетке в неинтегрированном состоянии на протяжении 
всего времени культивирования на метилцеллюлозе ДНК 
фрагментов, исходно доставленных в ГСК в количестве, 
достаточном для изменения силы гибридизационного 
ответа.

Тем не менее совокупность результатов предполагает 
в большей степени истинную интеграцию в геном до­
ставленной в клетку теломерной ДНК или появление до­
полнительной ДНК теломер, связанное с репликацией. 

Для ангиогенина увеличение интенсивности гибридиза­
ции может быть связано с индукцией колониеобразования 
клеток CFU­GM ростка, ранее неактивных на протяжении 
всей жизни организма. Возможна активация гена эндоген­
ной теломеразы. На оба варианта указывают результаты 
экспериментов по интернализации белка ангиогенина в 
примитивные гемопоэтические клетки мыши и человека. 
Показано, что ангиогенин интернализуют примитивные 
Sca1 гемопоэтические клетки мыши и CD34+ стволо вые 
клетки крови человека (Рузанова и др., 2024). В этом слу­
чае активируется ген теломеразы. Вариант интеграции ис­
ключается, поскольку отсутствует необходимый субстрат.

Таким образом, в проведенном анализе достоверно 
установлено, что при индукции клеток костного мозга 
препаратом ДНК, ангиогенином и совместно в клетках 
происходят изменения, влияющие на длину теломерных 
повторов (т. е. количества теломерной ДНК) в таком коли­
честве клеток, которое дает возможность визуализировать 
обнаруженный феномен.

Клетки костного мозга крысы
Для крысиной модели в экспериментах в качестве нор­
мировочного критерия было выбрано количество клеток 
колоний. Клетки колоний после отмывки от метилцел­
люлозы заливались в блоки легкоплавкой агарозы в ко­
личестве 500 000 на блок, что соответствует около 3 мкг 
ДНК. Блоки лизировали и проводили электрофорез с ис­
пользованием пульс­контроллера, как описано в разделе 
Материалы и методы. Был проанализирован электрофорез 
и проведен саузерн­блот анализ. Полученные результаты 
представлены на рис. 3. Фотографии электрофореза были 
обработаны в программе GelPro 3.0 (см. рис. 3, A). По све­
чению интеркалярного красителя оценено относительное 
соотношение количества ДНК в дорожках. Оказалось, что 
в образце с клетками, обработанными ДНК, количество 
ДНК в бэндах, которые впоследствии были оценены в 
ходе гибридизации, возросло в сумме на 10 %. При этом 
увеличение в трех бэндах происходило неравномерно: в 
двух верхних почти не изменилось, тогда как в третьем 
количество ДНК выросло в два раза (см. рис. 3, B).

По результатам гибридизации в образце клеток, обра­
ботанных ДНК, на 17–30 % возросло количество тело­
мерных повторов (см. рис. 3, C, D). Следует отметить, 
что увеличение количества теломерных повторов, в от­
личие от общего количества ДНК, наблюдалось во всех 
бэндах. В образце клеток, обработанных ангиогенином, 
количество ДНК уменьшилось относительно контрольной 
группы. Это может быть связано с тем, что из ГСК, об­
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Рис. 3. Результаты обработки клеток костного мозга крысы ангиогенином, препаратом hDNAgr и ангиогенином совместно с hDNAgr.
A – электрофорез с ДНК, выделенной из колоний, фиксированных в блоках легкоплавкой агарозы. На нижнем блоке цифрами 1–3 обозначены фрагмен-
ты, использованные для количественного анализа. B – гибридизация с теломерными повторами (C-зонд) ДНК, выделенной из колоний. На нижнем блоке 
цифрами 1–3 обозначены области, использованные для количественного анализа. C – содержание ДНК по свечению красителя и интенсивность гибри-
дизации для трех различных фрагментов относительно контрольной группы (значения приняты за единицу, обозначены красной линией).* Отличия 
достоверны по сравнению с контрольной группой, p < 0.05, критерий Манна–Уитни. D – содержание BFU-E и CFU-GM колоний на метилцеллюлозе после 
обработки клеток костного мозга крысы различными индукторами, выраженное в индексе относительно контрольной группы (значения приняты за 
единицу, обозначены красной линией). E – хромосомы крысы (https://rgd.mcw.edu/rgdweb/report/genomeInformation/genomeInformation.html?species = 
Rat&mapKey = 372&details = true).

https://rgd.mcw.edu/rgdweb/report/genomeInformation/genomeInformation.html?species=Rat&mapKey=372&details=true
https://rgd.mcw.edu/rgdweb/report/genomeInformation/genomeInformation.html?species=Rat&mapKey=372&details=true
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работанных ангиогенином, выросло большое количество 
эритроидных колоний (см. рис. 3, E), которые могут со­
держать безъядерные зрелые эритроциты, посчитанные 
при отборе клеток. 

Анализ возможных механизмов  
увеличения количества теломерной ДНК
Гемопоэтические стволовые клетки мыши интернализу­
ют фрагменты экстраклеточной ДНК (Potter et al., 2024). 
В дальнейших исследованиях в основных экспериментах 
использовалась модельная система «криоконсервирован­
ный костный мозг человека». Установлено, что CD34+ 
ГСК человека также захватывают экстраклеточные фраг­
менты ДНК. В клетку доставляется 0.02 % от гаплоидного 
генома экстраклеточного ДНК материала (в конкретном 
эксперименте) (Рузанова и др., 2024).

Для анализа механизма увеличения количества теломер­
ной ДНК были выбраны два индуктора, один из которых, 
hDNAgr, имеет в своем составе теломерную ДНК, которая 
является потенциальным субстратом для детекции в ГСК, 
а второй, ангиогенин, не несет в своем составе какой­либо 
ДНК, включая теломерную. 

Это означает, что увеличение количества детектируемой 
теломерной ДНК при обработке ангиогенином связано или 
с индукцией эндогенной теломеразы, или с актива цией 
покоящихся, ранее никогда не активированных исходных 
ГСК, сформированных и занявших костномозговые ниши 
во время эмбриогенеза. Невозможен вариант активации 
гена экзогенной теломеразы и интеграции, по скольку от­
сутствует необходимый субстрат.

Для препарата hDNAgr рассматриваются следующие 
опции. Опция, связанная с возможностью встраивания 
в геном теломерной ДНК самого препарата hDNAgr или 
увеличения количества G­теломерных повторов в резуль­
тате репаративной репликации G­цепи (хвоста), что бу­
дет наблюдаться как увеличение количества теломерной 
ДНК в потомках исходной ГСК костного мозга. Также для 
hDNAgr возможна активация транзитного гена теломера­
зы, находящегося в составе доставленных во внутренние 
компартменты ГСК экстраклеточных фрагментов. Ре ­ 
зультаты дот­блот гибридизации не подтверждают опцию 
активации эндогенного гена теломеразы в клетках­акцеп­
торах фрагментов ДНК (см. рис. 2, E–G). Не подтвержда­
ется вариант, аналогичный описанному для ангиогенина, с 
активацией покоящихся, ранее никогда не активированных 
исходных ГСК, сформированных и занявших костно­
мозговые ниши во время эмбриогенеза. Также не под­
тверждается вариант сохранения остаточного количества 
hDNAgr в клетках колоний после исходного поглощения 
экстраклеточных фрагментов ГСК в составе клеток кост­
ного мозга и последующей контаминации образцов ДНК 
колоний остаточным количеством теломерной ДНК, ис­
ходно присутствующей в образце hDNAgr и достаточной 
для выявления методом дот­блот гибридизации.

Проведенный анализ предполагал, что по крайней 
мере для ангиогенина наиболее вероятным объяснением 
увеличения количества теломерной ДНК будет индукция 
этим фактором теломеразной активности. Для hDNAgr 
сохранялась возможность активации транзитного гена те­
ломеразы.

Оценка влияния индукторов  
на теломеразную активность
Была проанализирована возможность активации теломе­
разной активности в прямых экспериментах. Эксперимен­
ты выполнялись на модели ГСК в составе клеток костного 
мозга человека после обработки hDNAgr, ангиогенином и 
совместно. Ранее было показано, что в колониях, вырос­
ших после активации ГСК индуктором hDNAgr, до ~15 % 
клеток для мыши (c­Kit/Sca­1) и до 3 % для человека 
(CD34) сохраняют маркеры примитивных клеток (Potter 
et al., 2024). Это означает, что при повторной активации 
клеток, выросших в колониях, будет оказано аналогичное 
воздействие на примитивные предшественники и в них бу­
дут индуцированы аналогичные события, в частности мо­
жет быть активирован ген теломеразы в предположенных 
выше вариантах. В такой аранжировке будет достаточно 
материала, чтобы охарактеризовать клеточные лизаты на 
присутствие теломеразы в ПЦР в реальном времени и/ или 
вестерн­блот анализом. 

Клетки колоний на 18­е сутки инкубации (полное за­
крытие пангеномных одноцепочечных разрывов) после 
индукции ГСК в составе клеток костного мозга тремя 
индукторами повторно обрабатывали теми же вещества­
ми. Образцы отбирали и лизировали в нулевой точке, 
через 1, 2, 4, 8, 16, 32 ч после повторной индукции. Были 
приготовлены образцы для ПЦР в реальном времени и 
вестерн­блот анализа. Для ПЦР в реальном времени об­
разцы РНК были пуллированы в две группы, 0–4 и 8–32 ч. 
Для вестерн­блот анализа использовались повременные 
образцы (рис. 4).

Результаты ПЦР в реальном времени (три независимых 
повтора) свидетельствовали о следующем. При развитии 
ответа в интервале 8–32 ч после второй индукции мРНК 
теломеразы синтезируется в образцах, обработанных ан­
гиогенином и ангиогенином совместно с hDNAgr. В конт­
рольном образце синтез мРНК теломеразы блокируется. 
В образце, обработанном hDNAgr, мРНК теломеразы не 
детектируется в выбранных условиях (см. рис. 4, А).

Вестерн­блот анализ был проведен с образцами всех 
временных точек в трех независимых экспериментах. 
В первом использовались поликлональные антитела, во 
втором и третьем – моноклональные антитела против те­
ломеразы. В первом эксперименте с поликлональными 
антителами в образцах, обработанных ангиогенином и 
ангиогенином совместно с hDNAgr, в точке 16 ч после 
индукции детектируется бэнд 63 кДа, соответствующий 
клонированному фрагменту (EcoRI­NotI клон 712562) те­
ломеразы человека (Cech et al., 1998), что коррелирует с 
общей картиной синтеза мРНК теломеразы (см. рис. 4, В). 
В случае моноклональных антител на теломеразу человека 
в двух последовательных экспериментах выявляется бэнд 
~35 кДа, который не детектируется при окрашивании Ку­
масси (см. рис. 4, С, D). В третьем эксперименте вместе 
с бэндом 35 кДа выявляется бэнд ~63 кДа (см. рис. 4, D). 
Специфический бэнд ~35 кДа обнаруживается в группах, 
обработанных ангиогенином совместно с hDNAgr (вто­
рой эксперимент, см. рис. 4, С) и ангиогенином (третий 
эксперимент, см. рис. 4, D). Мода появления этого спе­
цифического бэнда для двух экспериментов различна. 
Во втором эксперименте бэнд ~35 кДа четко детектируется 
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во временной точке 8 ч после начала второй индукции для 
образца ангиогенин+hDNAgr. В других образцах второго 
эксперимента бэнд не выявляется. Для третьего экспери­
мента интенсивный бэнд ~35 кДа вместе с бэндом 63 кДа 
обнаруживается в точке «0», т. е. до начала индукции в 
клетках колоний образца, обработанного ангиогенином, 
после отмывки от метилцеллюлозы. По мере инкубации 
к 32 ч эксперимента интенсивность бэнда 35 кДа падает 
практически до фоновой отметки. Бэнд 63 кДа исчезает в 
первый час после второй индукции. В других образах бэн­
ды не выявляются. Мы обнаружили упоминание о белке 
35 кДа, имеющем отношение к теломеразной активности, 
только в одной работе. Используя аффинную хроматогра­
фию при выделении теломеразы, дополнительно к белкам 
с молекулярной массой 120 и 43 кДа был детектирован 
белок с молекулярной массой 35 кДа. В работе этот бе­

лок не анализировался, поскольку он не детектировался 
в препаратах конечно очищенной теломеразы (Lingner, 
Cech, 1996).

Полученные результаты двух независимых подходов 
свидетельствуют, что ангиогенин активирует в ГСК моле­
кулярные механизмы, которые индуцируют теломеразную 
активность. При этом присутствие препарата hDNAgr не 
отменяет активность данного механизма. 

Можно сделать следующие выводы: 1) hDNAgr не ин­
дуцирует экспрессию гена теломеразы, а значит, увеличе­
ние количества теломерной ДНК не может быть связано 
с теломеразной активностью; 2) ангиогенин индуцирует 
экспрессию гена теломеразы, и увеличение количества  те­
ломерной ДНК при дот­блот гибридизации может быть  
связано именно с этой активностью ангиогенина. Совмест­
ное использование ангиогенина и hDNAgr тоже приводит 
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Рис. 4. ПЦР в реальном времени и вестерн-блот анализ РНК и белковых лизатов на присутствие мРНК теломеразы и белка теломеразы.
А – ПЦР в реальном времени пуллированных образцов в интервале 8–32 ч. Приведены значения относительно соответствующих групп 0–4 ч (значения 
приняты за единицу, отмечено красной линией). * Отличия достоверны по сравнению с группой 0–4 ч, p < 0.005, критерий Манна–Уитни. B–D – вестерн-
блот анализ на присутствие теломеразы в повременных лизатах обработанных активаторами клеток; 1 – акриламидные гели с окрашиванием Кумасси, 
2 – блоты с антителами на теломеразу. Над дорожками подписано время инкубации (ч) с соответствующими индукторами. Стрелками отмечены спе-
цифические бэнды 63 и 35 кДа. Приведены результаты трех независимых экспериментов. 
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к увеличению синтеза мРНК теломеразы. В проведенных 
гибридизациях было показано, что в некоторых случаях 
количество теломерной ДНК в образце, обработанном 
совместно двумя препаратами, превышает аналогичный 
показатель, полученный для образцов, обработанных от­
дельно активаторами. Этот факт может означать, что друг 
на друга накладываются три механизма увеличения коли­
чества теломерной ДНК. Первый – активация теломеразы. 
Второй – прямая интеграция добавочной теломерной 
ДНК в геном рецепиентной клетки. Третий механизм – 
репликация квази t­колец, образованных экзогенными 
теломерными повторами в результате конкатамеризации 
и замыкания в кольцо.

Обсуждение
Проведенный анализ свидетельствует, что для двух ин­
дукторов происходит увеличение теломерной ДНК в 
клет ках колоний двумя независимыми механизмами. Это 
классический теломераза­зависимый дополнительный 
син тез в случае ангиогенина и альтернативный механизм 
удлинения теломеры или истинная интеграция в область 
теломерного гетерохроматина теломерной ДНК в случае 
hDNAgr.

Теломераза представляет собой гетеродимер, образо­
ванный некодирующей РНК­матрицей (теломеразный 
РНК­компонент длиной свыше 400 п. н., содержащий базо­
вую теломерную последовательность, комплементарную 
G­цепи), необходимой для синтеза de novo теломерных 
последовательностей ДНК, и ферментативной субъеди­
ницей (теломеразная обратная транскриптаза, TERT). 
Теломеразный комплекс регулирует поддержание длины 
теломер, добавляя теломерные повторы к 3ʹ концу хро­
мосомы с использованием РНК­матрицы (см. рис. 1, B). 
За некоторыми исключениями (например, лимфоциты 
и эндотелиальные клетки) большинство соматических 
клеток человека не проявляет теломеразной активности, 
главным образом из­за подавления экспрессии гена TERT. 
С другой стороны, стволовые клетки, клетки зародышевой 
линии и большинство опухолей проявляют теломеразную 
активность (Chan, Blackburn, 2003; Giraud­Panis et al., 
2010; Nandakumar, Cech, 2013; Soman et al., 2022). 

Согласно более ранним данным, ангиогенин интерна­
лизуют Sca1 (мышь) и CD34 (человек) гемопоэтические 
стволовые клетки (Рузанова и др., 2024). Также на чело­
веческих клетках костного мозга показано, что обработка 
ангиогенином стимулирует GM росток кроветворения и 
индуцирует активность теломеразы. В работе (Goncalves 
et al., 2016) установлено, что ангиогенин рекомбинантный 
стимулирует пролиферацию миелоидных предшественни­
ков (как и в наших экспериментах), но при этом усиливает 
покоящиеся свойства стволовых клеток. Эти характери­
стики связывают с генерацией стресс­индуцированных 
tiРНК, снижением синтетической активности стволовой 
клетки крови, усилением синтеза рибосомальных РНК и 
стимуляцией белкового синтеза в миелоидных клетках­
предшественниках. Возможно, именно следствием перво­
го процесса (стимуляция пролиферации миелоидных пред­  
шественников) является обнаружение теломеразы в клет­
ках колоний GM ростка, показанное в настоящем иссле­
довании.

Интернализованные фрагменты ДНК инициируют фор­
мирование ников, необходимых для перестройки хро­
матина в направлении выбранного пути терминальной 
диф фе ренцировки прогениторов, которые и запускают 
механизм этой дифференцировки (Рузанова и др., 2024). 
Аналогичная концепция обсуждается в работе (Sjakste, 
Riek stiņa, 2021), авторы которой предполагают, что триг­
гером дифференцировки могут быть повреждения ДНК 
хромосом в стволовых клетках. Следствием появления 
ников и релаксации хроматина будет индуцированная 
рекомбиногенная ситуация и активация репаративно­ре­
комбинационной машины, состоящей из многочисленных 
активных и структурных белков (Nabetani, Ishikawa, 2011). 
Этот факт означает, что находящиеся во внутриядерном 
пространстве ГСК исходно экстраклеточные фрагменты 
ДНК могут принимать участие в рекомбинационных со­
бытиях, которые сами и инициировали. Результаты  нашего 
исследования предполагают, что увеличение количества 
теломерной ДНК при использовании в качестве индукто ра 
hDNAgr подразумевает и/или интеграцию экстраклеточ­
ных фрагментов, содержащих теломерные повторы в го­
мологичные районы теломер, и/или активацию механизма 
альтернативного удлинения теломер с использованием 
конкатамеризованных циклизованных теломерных по­
второв.

Анализ силы гибридизационного ответа свидетель­
ствовал о значительном приросте количества теломерной 
ДНК в анализируемых образцах, что в большей  степени 
предполагало участие в этом процессе механизма аль­
тернативного удлинения теломер. Одна из наиболее ха­
рактерных особенностей клеток с активным механизмом 
альтернативного удлинения теломер – наличие внехромо­
сомных теломерных колец, которые представлены либо 
двуцепочечными (t­кольца), либо частично одноцепочеч­
ными (C­ или G­кольца) (Cesare, Griffith, 2004; Wang et al., 
2004; Henson et al., 2009). t­кольца являются замкнутой 
двуцепочечной ДНК. С­кольца – это экстрахромосомаль­
ная ДНК теломер с замкнутой в кольцо С­цепью и ра­
зорванной аннилированной с ней G­цепью. G­кольца – 
это экстрахромосомальная ДНК теломер с замкнутой в 
коль цо G­цепью и разорванной аннилированной с ней 
C­цепью. Происхождение этих экстрахромосомальных 
структур обычно связывают с индуцированной разрывом 
репликацией теломерной ДНК (рис. 5). Известно, что ре­
парация, связанная с разрывами, cтимулируется индук­
цией теломерных двуцепочечных разрывов (McEachern, 
Haber, 2006; Dilley et al., 2016) и, как свидетельствуют 
данные настоящего исследования, одноцепочечными раз­  
рывами (никами). Репликация, вызванная разрывом, мо­
жет инициироваться в ре зультате внедрения конца нити 
разорванного теломерного агломерата между це пями не­
поврежденной теломеры и идти по типу миграции цепи. 
Мигрирующая d­пет ля копирует теломерные повторы от 
точки проникновения нити к концу донорской теломеры 
(Saini et al., 2013; Wilson et al., 2013), что сопровождается 
восстановле нием длины и структуры теломеры. 

Другой путь восстановления длины те ломеры связан 
с внедрением 3ʹ конца G­цепи теломеры между цепями 
экстра хромосомальных t­ или С­колец. В этом случае 
индуцируется репликация по типу катящегося кольца, 
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что приводит к накоп лению одноцепочеч­
ной G­богатой цепи теломеры (рис. 6, А) 
(Nabetani, Ishikawa, 2011; Lu W. et al., 2013; 
Doksani, 2019).

Описано два механизма образования 
t­, C­ и G­колец. t­кольца могут форми­
роваться в результате интрахромо сомной 
ре комбинации и высвобождения t­петли 
вслед ствие Холидеевской  рекомбинации 
3ʹ конца t­петли, аннилированного с ком­
пле ментарной последовательностью 3′–5′ 
цепи (см. рис. 5, А) (Wang et al., 2004; 
Na betani, Ishikawa, 2011; Claussin, Chang, 
2015; Doksani, 2019; Jones et al., 2023). Во 
втором случае возникают оба варианта C­ 
и G­колец (см. рис. 5, В). 

Показано, что репликативный стресс, 
связанный с остановкой репликативной 
вилки в трудно реплицируе мом теломер­
ном гетерохроматине или с повреждением 
ДНК хромосом (например, двуцепочечные 
разрывы или ники), выпетливает оба ва­
рианта колец, содержащих теломерные по­
вторы. При этом G­кольцо способно ини­  
циировать репликацию по типу катяще­
гося кольца с ника и синтеза C­богатого 
хвоста, содержащего теломерные  повто ры 
3ʹ–5ʹ цепи размером до 100 т. п. н., который 
детектируется как в тестовой системе с 
phi29 полимеразой, так и in vivo (Zhang 
et al., 2017). Предполагается, что ампли ­
фицированный С­одноцепочечный хвост 
может аннилировать с укороченной G­те­
ломерной цепью (например, после отде ле­
ния от теломеры t­пет ли в результате ре­ 
 пликативного стресса) и в качестве гомо­
логичной матрицы стимулировать синтез 
укороченной G­цепи (Zhang et al., 2017). 
В формировании колец в данном случае 
задействованы Topo II, механизм NHEJ, 
активность ДНК­PK (см. рис. 6, В).

Именно за счет амплификации тело­
мерных повторов по предполагаемому ме­
ханизму катящегося кольца с использова­
нием в качестве матрицы кольцеобразных 
структур и индуцированной никами репли­
кации можно объяснить увеличение более 
чем в два раза количества теломерной ДНК 
в некоторых экспериментах. Известно, что 
при таком варианте амплификации длина 
одноцепочечного участ ка G­цепи может 
простираться до 70–100 т. п. н. (Doksani, 
2019; Jones et al., 2023) (см. рис. 6, А, В).

Присутствие в клетке большого количе­
ства С­колец является главным условием 
механизма альтернативного удлинения 
теломер. По­видимому, 3ʹ одноцепочечный 
ко нец 5ʹ–3ʹ G­цепи может спариться как 
с t­, так и с С­коль цом, образуя D­петлю 
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Рис. 5. Механизмы формирования экстрахромосомальных колец.
А  – формирование t-кольца в результате отсоединения концевой структуры теломеры 
t-петли; В  – формирование G- и C-колец в результате остановки репликативной вилки, ин-
дукции репарации, связанной с разрывами, и выпетливания G- и C-цепей при участии Topo II, 
механизма NHEJ, активности ДНК-PK (Zhang et al., 2017).

(см. рис. 6, А). Следующие затем многочисленные раунды репликации 
по типу катящегося кольца амплифицируют теломерные повторы. Коли­
чество синтезированных таким образом повторов теломер может быть 
вырожденным и будет различным для разных теломер разных хромосом 
(Lee et al., 2014; Jones et al., 2023).

При попадании в ядро экстраклеточных фрагментов, содержащих тело­
мерные повторы, будут происходить следующие события. Ини циируется 
рекомбиногенная си туация, спровоцированная по явлением одноцепо­
чечных разрывов. Если факторы, акти вированные рекомбиногенной 
ситуацией, инициированной никами, аналогичны факторам, активиро­
ванным рекомбиногенной ситуацией, инициированной двуцепочечными 
разрывами (Dolgova et al., 2013), то интернализованные двуцепочечные 
фрагменты в течение короткого времени замкнутся в кольцо (Dolgova et 
al., 2013; Potter et al., 2018, 2024). За время существования в линейной 
форме они могут интегрировать в геном по механизму ends in/ends out. 
После лигирования в кольцо указанные структуры практически не будут 
отличаться от t­ и C­колец, образующихся при альтернативном удли­
нении теломер. Это означает, что амплификация теломерной ДНК при 
интернализации эктраклеточных ДНК в ГСК связана в большей степени 
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с удлинением G­цепи теломеры в результате активации 
репликативного синтеза по механизму катящегося кольца, 
как предполагается, индуцированного никами. Именно 
так можно объяснить значительное (более чем в два раза) 
увеличение количества теломерной ДНК в некоторых 
экспериментах.

Интеграция внехромосомных фрагментов, содержащих 
теломерные повторы (приводящая к увеличению теломер­
ной ДНК), также может осуществляться по механизму 
гомологичной рекомбинации в вариантах ends in/ends out 
(рис. 7) (Rubnitz, Subramani, 1984; Hastings et al., 1993; 
Cromie et al., 2001; Li et al., 2001; Langston, Symington, 
2004). Другие механизмы гомологичного обмена (одно­
нитевой отжиг, генная конверсия) не будут приводить к 
увеличению количества ДНК в теломере. 

Заключение
Таким образом, проведенные исследования свидетель­
ствуют, что фрагменты экстраклеточной ДНК, достав­
ленные в ГСК и содержащие теломерные повторы, или 
прямо интегрируют в теломерный гетерохроматин, или 
становятся матрицей для альтернативного удлинения те­
ломер, что сопровождается увеличением количества тело­
мерной ДНК и, как предполагается, увеличением длины  
теломер. 
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