Апоптотическая эндонуклеаза EndoG вызывает ингибирование теломеразы и злокачественную трансформацию CD4+ Т клеток человека
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Теломераза является белковым комплексом, который синтезирует теломерные повторы TTAGGG на 3’-концах хромосом человека. Теломераза активна в большинстве злокачественных опухолевых клеток, нормальных стволовых клетках и активированных лимфоцитах. Ранее нами было показано, что апоптотическая эндонуклеаза EndoG способна вызывать альтернативный сплайсинг каталитической субъединицы теломеразы hTERT (human Telmerase Reverse Transcriptase) и ингибировать ее активность. Целью работы явилось изучение влияния сверхэкспрессии EndoG на активность теломерзы в нормальных, не опухолевых клетках ,а так же на дальнейшую судьбу клеток. CD4+ T клетки человека трансфицировали плазмидой pEndoG-GFP или контрольной плазмидой pGFP. ОТ-ПЦР в реальном времени и метод  Вестерн блоттинга применяли для изучения экспресcии EndoG и сплайс-вариантов hTERT. Оценку активности теломеразы проводили методом TRAP (Telomeric Repeats Amplification Protocol). Методом проточной цитометрии проводили исследование иммунофенотипических характеристик клеток. Сверхэкспрессия EndoG в CD4+ клетках вызывала увеличение экспрессии сплайс-варианта hTERT и уменьшение экспрессии полноразмерного активного варианта. Изменение пропорции сплайс-вариантов hTERT в клетках приводило к понижению активности теломеразы. Дальнейшее культивирование таких клеток приводило к их переходу в состояние репликативного старения и массированной гибели по пути апоптоза, после 24 – 28 удвоений популяции. Однако, некоторые клетки, трансфицированные геном EndoG, оставались живыми, но не способные к делению. Исследование иммунофенотипа показало, что через 48 – 61 день культивирования происходила их трансформация, приводящая к развитию фенотипических характеристик Т клеточного лимфобластного лейкоза. Трансформированные CD4+ Т клетки обладали значительно более высокой активностью теломеразы и пролиферативной активностью, чем исходные СD4+ Т клетки. Трансфекция CD4+ Т клеток контрольной плазмидой pGFP не приводила к изменению экспрессии сплайс-вариантов hTERT, активности теломеразы, не вызывала гибели клеток и их злокачественной трансформации. Таким образом, нами показано, что сверхэкспрессия EndoG способна вызывать ингибирование активности теломеразы в нормальных CD4+ Т клетках человека и их злокачественную трансформацию в условиях in vitro.
