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Èíäóêöèÿ àëüòåðíàòèâíîãî ñïëàéñèíãà êàòàëèòè÷åñêîé ñóáúåäèíèöû òåëîìåðàçû...

Èçâåñòíî, ÷òî àïîïòîòè÷åñêàÿ ýíäîíóêëåàçà EndoG èíäóöèðóåò àëüòåðíàòèâíûé ñïëàéñèíã (ÀÑ)
ìÐÍÊ êàòàëèòè÷åñêîé ñóáúåäèíèöû òåëîìåðàçû TERT (telomerase reverse transcriptase) è èíãèáèðóåò àê-
òèâíîñòü òåëîìåðàçû â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ è àêòèâèðîâàííûõ Ò-ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà. Öåëü ðàáîòû —
èññëåäîâàíèå âîçìîæíîñòè èíäóêöèè ÀÑ ìÐÍÊ TERT è èíãèáèðîâàíèÿ àêòèâíîñòè òåëîìåðàçû ýíäî-
íóêëåàçîé EndoG â àêòèâèðîâàííûõ ëèìôîöèòàõ ìûøè è êðûñû. Äëÿ èíäóêöèè ýêñïðåññèè EndoG,
CD4+ è CD8+ T-ëèìôîöèòû, Â-ëèìôîöèòû è ÍÊ-êëåòêè ìûøåé è êðûñ òðàíñôèöèðîâàëè ïëàçìèäîé
pEndoG-GFP èëè èíêóáèðîâàëè èõ ñ ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèì àãåíòîì öèñïëàòèíîì in vitro. Óâåëè÷åíèå ýê-
ñïðåññèè EndoG ïðèâîäèëî ê óìåíüøåíèþ ýêñïðåññèè ïîëíîðàçìåðíîãî àêòèâíîãî âàðèàíòà TERT, ïî-
âûøåíèþ ñèíòåçà óêîðî÷åííîãî ñïëàéñ-âàðèàíòà è ïîíèæåíèþ àêòèâíîñòè òåëîìåðàçû. Óâåëè÷åíèå ýê-
ñïðåññèè EndoG, èçìåíåíèå ïóëà ìÐÍÊ ñïëàéñ-âàðèàíòîâ TERT è èíãèáèðîâàíèå àêòèâíîñòè òåëîìåðà-
çû íàáëþäàëè â ëèìôîöèòàõ ìûøåé è êðûñ ïîñëå ââåäåíèÿ öèñïëàòèíà in vivo. Òàêèì îáðàçîì, EndoG
ñïîñîáíà èíäóöèðîâàòü ÀÑ ìÐÍÊ TERT è ðåãóëèðîâàòü àêòèâíîñòü òåëîìåðàçû â ëèìôîöèòàõ ìûøåé è
êðûñ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àëüòåðíàòèâíûé ñïëàéñèíã, òåëîìåðàçà, ëèìôîöèòû, àïîïòîòè÷åñêàÿ ýíäî-
íóêëåàçà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÑ — àëüòåðíàòèâíûé ñïëàéñèíã, FSB — ýìáðèîíàëüíàÿ òåëÿ÷üÿ
ñûâîðîòêà, TRAP — ïðîòîêîë àìïëèôèêàöèè òåëîìåðíûõ ïîâòîðîâ (telomeric repeat amplification pro-
tocol).

Òåëîìåðàçà àêòèâíà â íîðìàëüíûõ ïîëîâûõ êëåòêàõ,
ñòâîëîâûõ êëåòêàõ è àêòèâèðîâàííûõ ëèìôîöèòàõ, à òàê-
æå â ðàêîâûõ êëåòêàõ áîëüøèíñòâà òèïîâ (Kim et al.,
1994). Äàííûé ôåðìåíò ñèíòåçèðóåò òåëîìåðíûå ïîâòîðû
íà êîíöàõ õðîìîñîì, ÷òî ïîçâîëÿåò êëåòêàì ïîääåðæè-
âàòü äëèíó òåëîìåð íà äîñòàòî÷íîì äëÿ íåîãðàíè÷åííîé
ïðîëèôåðàöèè óðîâíå. Àêòèâíîñòü ãëàâíîãî êîìïîíåíòà
òåëîìåðàçû — êàòàëèòè÷åñêîé ñóáúåäèíèöû TERT (telo-
merase reverse transcriptase) — ðåãóëèðóåòñÿ àëüòåðíàòèâ-
íûì ñïëàéñèíãîì (ÀÑ) åå ìÐÍÊ. Â êëåòêàõ ÷åëîâåêà
èçâåñòíî áîëåå äâóõ äåñÿòêîâ ýêñïðåññèðóþùèõñÿ â ìè-
íîðíûõ êîëè÷åñòâàõ ñïëàéñ-âàðèàíòîâ TERT, à èõ ôóíê-
öèÿ äî êîíöà íå èçó÷åíà. Òîëüêî ïîëíîðàçìåðíûé âàðè-
àíò TERT îáëàäàåò êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ (Sae-
boe-Larssen et al., 2006). Á*îëüøóþ ÷àñòü îáùåé ìÐÍÊ
TERT ñîñòàâëÿþò äâà ñïëàéñ-âàðèàíòà: a-âàðèàíò, êîòî-
ðûé îáðàçóåòñÿ ïðè äåëåöèè ÷àñòè ýêçîíà 6, è b-âàðèàíò,
îáðàçóþùèéñÿ â ðåçóëüòàòå äåëåöèè ýêçîíîâ 7 è 8, ñäâèãà
ðàìêè ñ÷èòûâàíèÿ è ïîÿâëåíèÿ ñòîï-êîäîíà â ýêçîíå 10
(Ulaner et al., 1998, 2000).

Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî àïîïòîòè÷åñêàÿ ýíäîíóêëåàçà
G (EndoG) èíäóöèðóåò ÀÑ ìÐÍÊ TERT â îïóõîëåâûõ
êëåòêàõ (Zhdanov et al., 2016, 2017) è àêòèâèðîâàííûõ

CD4+ Ò-ëèìôîöèòàõ (Âàñèíà è äð., 2017) ÷åëîâåêà. Ïîâû-
øåííàÿ ýêñïðåññèÿ EndoG, íàïðèìåð â îòâåò íà ïîâðåæ-
äåíèå ÄÍÊ, ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ ìàëîé ÐÍÊ EGPO
(EndoG-produced oligonucleotide), êîòîðàÿ âûçûâàåò ÀÑ
ïî ìåõàíèçìó, ñõîäíîìó ñ äåéñòâèåì ïåðåêëþ÷àþùèõ
ñïëàéñèíã îëèãîíóêëåîòèäîâ (Bauman et al., 2009; Khanna
et al., 2010). Èíäóöèðîâàííûé EndoG ÀÑ ìÐÍÊ TERT
ïðèâîäèë ê èíãèáèðîâàíèþ àêòèâíîñòè òåëîìåðàçû, óêî-
ðî÷åíèþ òåëîìåð äî êðèòè÷åñêèõ çíà÷åíèé è àïîïòîçó
êëåòîê ÷åëîâåêà (Zhdanov et al., 2016). Ïðåäñòàâëÿåò èí-
òåðåñ èçó÷åíèå ñïîñîáíîñòè EndoG âûçûâàòü ÀÑ ìÐÍÊ
TERT äðóãèõ îðãàíèçìîâ.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè âëèÿíèå EndoG
íà ÀÑ TERT è àêòèâíîñòü òåëîìåðàçû â CD4+ è CD8+

Ò-ëèìôîöèòàõ, à òàêæå Â-ëèìôîöèòàõ è ÍÊ-êëåòêàõ ìû-
øåé è êðûñ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ë à á î ð à ò î ð í û å æ è â î ò í û å. Ðàáîòà ñ æèâîòíûìè
ïðîâîäèëàñü ñ ñîáëþäåíèåì Äåêëàðàöèè ïðàâ æèâîòíûõ
(World Medical Association Declaration of Helsinki:
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http://www.who.int/bulletin/archives/79%284%29373.pdf) è
îäîáðåíà ýòè÷åñêèì êîìèòåòîì Èíñòèòóòà áèîìåäèöèí-
ñêîé õèìèè èì. Â. Í. Îðåõîâè÷à. Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïî-
ëüçîâàëè èíáðåäíûõ ìûøåé ëèíèé C57BL/6 â âîçðàñòå
6—9 íåä, à òàêæå àóòáðåäíûõ êðûñ ëèíèé Wistar â âîç-
ðàñòå 8—11 íåä. Âñå æèâîòíûå ïîñòóïèëè èç ïèòîìíèêà
ëàáîðàòîðíûõ æèâîòíûõ «Ïóùèíî». Ìûøåé è êðûñ ñî-
äåðæàëè â âèâàðèè â óñëîâèÿõ îòñóòñòâèÿ ïàòîãåííîé
ìèêðîôëîðû ïðè åñòåñòâåííîì îñâåùåíèè, íà áðèêåòèðî-
âàííîì êîðìå è ïîñòîÿííîì äîñòóïå ê âîäå.

Ç à á î ð ê ð î â è, ñ å ë å ê ö è ÿ è ê ó ë ü ò è â è ð î â à -
í è å ë è ì ô î ö è ò î â. Æèâîòíûõ ïîäâåðãàëè ýâòàíàçèè â
CO2-êàìåðå è îòáèðàëè êðîâü ïóòåì ïóíêöèè ñåðäöà.
Êðîâü çàáèðàëè â ïðîáèðêè ñ àíòèêîàãóëÿíòîì K3EDTA
(Greiner Bio-One, Àâñòðèÿ). Èç êðîâè âûäåëÿëè ìîíîíóê-
ëåàðíûå êëåòêè ìåòîäîì ãðàäèåíòíîãî öåíòðèôóãèðî-
âàíèÿ íà Ôèêîëëå Lympholite-H (Cedarlane, Êàíàäà). Ñå-
ëåêöèþ CD4+ è CD8+ T-êëåòîê, CD19+ B-êëåòîê èëè
CD56+CD16+ ÍÊ-êëåòîê âûïîëíÿëè ìåòîäîì ìàãíèòíîé
ñåëåêöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì mouse/rat CD4+ Cell Isolation
Kit, mouse/rat CD8+ T Cell Isolation Kit, mouse/rat B Cell
Isolation Kit II èëè mouse/rat CD56+CD16+ NK Cell Isola-
tion Kit ñîîòâåòñòâåííî ïî ïðîòîêîëó ôèðìû-ïðîèçâîäè-
òåëÿ (âñå îò Miltenyi Biotec, Ãåðìàíèÿ). Êëåòêè âûñåâàëè
â êîíöåíòðàöèè 5�105 êëåòîê íà 1 ìë ñðåäû. Â ðàáîòå èñ-
ïîëüçîâàëè êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó RPMI-1640 (Life techno-
logies, ÑØÀ), ñîäåðæàùóþ 10 % FSB (Thermo Fisher Sci-
entific Inc., ÑØÀ), àíòèáèîòèêè ïåíèöèëëèí (50 Åä/ìë) è
ñòðåïòîìèöèí (50 ìã/ìë) (Sigma, ÑØÀ) (Âàñèíà è äð.,
2017). CD4+ è CD8+ êëåòêè ìûøåé è êðûñ êóëüòèâèðîâà-
ëè â îïèñàííîé ñðåäå, ñîäåðæàâøåé òàêæå 1 ìÌ ïèðóâàòà
íàòðèÿ (Applichem, Ãåðìàíèÿ), 10 ìÌ HEPES (Sigma) è
0.02 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîë (Sigma). Ïðîëèôåðàöèþ CD4+

è CD8+ Ò-ëèìôîöèòîâ ñòèìóëèðîâàëè IL-2 (100 Åä/ìë;
R&D Systems, ÑØÀ), à òàêæå àíòèòåëàìè àíòè-CD3
(5 ìêã/ìë; ÌåäÁèîÑïåêòð, Ðîññèÿ) è àíòèòåëàìè àí-
òè-CD28 (2 ìêã/ìë; eBiosciences, ÑØÀ). Ñòèìóëÿöèþ ðî-
ñòà Â- è ÍÊ-êëåòîê îñóùåñòâëÿëè ïðè ïîìîùè B Cell Ex-
pansion Kit è NK Cell Activation/Expansion Kit ñîîòâåòñò-
âåííî (âñå îò Miltenyi Biotec, Ãåðìàíèÿ).
Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê ïðîâîäèëè â ÑÎ2-èíêóáàòîðå
ïðè 37 °C, 5 % ÑÎ2 è âëàæíîñòè 90 %. ×åðåç êàæäûå 3 ñóò
êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòêè ðàññåâàëè äî êîíöåíòðàöèè
5�105 íà 1 ìë ñðåäû.

Äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ in vivo ìûøàì èëè êðûñàì ââîäè-
ëè âíóòðèâåííî öèñïëàòèí â êîíöåíòðàöèè 20 ìã/êã (Bas-
nakian et al., 2005). ×åðåç 72 ÷ æèâîòíûõ ïîäâåðãàëè ýâòà-
íàçèè è îòáèðàëè êðîâü ïóòåì ïóíêöèè ñåðäöà è ïðî-
èçâîäèëè ñåëåêöèþ ëèìôîöèòîâ ïî îïèñàííîé âûøå
ìåòîäèêå.

Î á ð à á î ò ê à ê ë å ò î ê ö è ñ ï ë à ò è í î ì è ò ð à í ñ -
ô å ê ö è ÿ. Òðàíñôåêöèþ êëåòîê ìûøåé èëè êðûñ îñóùå-
ñòâëÿëè ïëàçìèäîé Mouse pEndoG-GFP èëè Rat pEndoG-
GFP ñîîòâåòñòâåííî èëè êîíòðîëüíîé ïëàçìèäîé pGFP.
Ïëàçìèäû íà îñíîâå âåêòîðà pGFP-N1 ñèíòåçèðîâàíû â
êîìïàíèè Clontech (ÑØÀ). Òðàíñôåêöèþ ïðîâîäèëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì Lipofectamine 2000 (Invitrogen, ÑØÀ) ïî
ïðîòîêîëó ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Îöåíêó ýôôåêòèâíî-
ñòè òðàíñôåêöèè îñóùåñòâëÿëè ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèåé
FACSCalibur (Beckton Dickinson, ÑØÀ) ïðè ïîäñ÷åòå
GFP-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê.

Äëÿ èíäóêöèè ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ è ýêñïðåññèè En-
doG êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè ñ öèñïëàòèíîì (öèñ-äèà-
ììèíäèõëîðîïëàòèíà(II), Sigma) â êîíöåíòðàöèè 60 ìêÌ
â òå÷åíèå 72 ÷ (Yin et al., 2007). Îöåíêó êîëè÷åñòâà êëå-

òîê ñ ïîâðåæäåííîé ÄÍÊ ïðîâîäèëè ìåòîäîì TUNEL äëÿ
ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè (Terminal deoxynucleotidyl transfe-
rase-mediated d-UTP Nick End Labeling) (Darzynkiewicz
et al., 2008) ïðè ïîìîùè FlowTACSTM Apoptosis Detec-
tion Kit (R&D Systems, ÑØÀ) ïî ïðîòîêîëó ôèðìû-ïðî-
èçâîäèòåëÿ.

Î ï ð å ä å ë å í è å ó ð î â í å é ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è ã å í î â,
Â å ñ ò å ð í - á ë î ò è í ã è î ï ð å ä å ë å í è å à ê ò è â í î ñ ò è
ò å ë î ì å ð à ç û. Âûäåëåíèå ÐÍÊ è îöåíêó ýêñïðåññèè En-
doG è ñïëàéñ-âàðèàíòîâ TERT ìåòîäîì ÎÒ-ÏÖÐ â ðåàëü-
íîì âðåìåíè, Âåñòåðí-áëîòèíã è àíàëèç àêòèâíîñòè òåëî-
ìåðàçû ìåòîäîì TRAP (telomeric repeat amplification pro-
tocol) îñóùåñòâëÿëè ïî îïèñàííûì ðàíåå ïðîòîêîëàì
(Zhdanov et al., 2016).

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç ðåçóëüòàòîâ îñóùåñò-
âëÿëè ïî êðèòåðèþ Ñòüþäåíòà ïðè ïîìîùè ïðîãðàììû
Statistica 9.0 (StatSoft Inc., ÑØÀ). Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëÿ-
ëè â âèäå ñðåäíèõ çíà÷åíèé è èõ ñòàíäàðòíûõ îòêëîíå-
íèé. Çíà÷åíèÿ ñ÷èòàëè ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíûìè ïðè
P � 0.05.

Ðåçóëüòàòû

È í ä ó ê ö è ÿ À Ñ T E R T ï ð è ñ â å ð õ ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è
E n d o G. Äëÿ óñòàíîâëåíèÿ âîçìîæíîé ðîëè EndoG â èí-
äóêöèè ÀÑ ìÐÍÊ TERT â CD4+, CD8+, B- è ÍÊ-ëèìôî-
öèòàõ ìûøåé è êðûñ â êëåòêàõ èíäóöèðîâàëè ñâåðõ-
ýêñïðåññèþ EndoG ìåòîäîì òðàíñôåêöèè ïëàçìèäîé
pEndoG-GFP èëè êîíòðîëüíîé ïëàçìèäîé pGFP. Ýôôåê-
òèâíîñòü òðàíñôåêöèè ïðèáëèæàëàñü ê 95—99 % ÷åðåç
72 ÷ ó âñåõ èññëåäóåìûõ êëåòîê (ðèñ. 1).

Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ðîëè EndoG â ïðîöåññå ÀÑ ìÐÍÊ
TERT ýêñïðåññèþ åå ãåíà èíäóöèðîâàëè òàêæå ïîâðåæäà-
þùèì ÄÍÊ àãåíòîì öèñïëàòèíîì â êîíöåíòðàöèè
60 ìêÌ (Yin et al., 2007). Èññëåäóåìàÿ êîíöåíòðàöèÿ öèñ-
ïëàòèíà ïîäîáðàíà íàìè ðàíåå â õîäå ïðåäâàðèòåëüíûõ
ýêñïåðèìåíòîâ (äàííûå íå ïðèâîäÿòñÿ). Ìåòîäîì TUNEL
äëÿ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè èçó÷åíî èçìåíåíèå äîëè êëå-
òîê ñ ïîâðåæäåííîé ÄÍÊ ïîñëå äåéñòâèÿ öèñïëàòèíà.
Êóëüòèâèðîâàíèå ñ öèñïëàòèíîì âûçûâàëî óâåëè÷åíèå
ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ â CD4+ è CD8+ T-êëåòêàõ, B-êëåòêàõ, à
òàêæå ÍÊ-êëåòêàõ ìûøè è êðûñû (ðèñ. 2).

×åðåç 72 ÷ ïîñëå òðàíñôåêöèè êëåòîê èëè êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ ñ öèñïëàòèíîì ïðîâîäèëè îöåíêó êîëè÷åñòâà
ìÐÍÊ EndoG è ñïëàéñ-âàðèàíòîâ TERT. Òðàíñôåêöèÿ
êëåòîê ïëàçìèäîé pEndoG-GFP, à òàêæå öèñïëàòèí âûçû-
âàëè çíà÷èòåëüíîå ïîâûøåíèå ýêñïðåññèè EndoG (ðèñ. 3,
à, å) â ëèìôîöèòàõ ìûøè è êðûñû. Ñâåðõýêñïðåññèÿ En-
doG ñîïðîâîæäàëàñü èçìåíåíèåì ïóëà ìÐÍÊ ñïëàéñ-âà-
ðèàíòîâ TERT — óìåíüøåíèåì êîëè÷åñòâà ìÐÍÊ ïîëíî-
ðàçìåðíîãî âàðèàíò (a+b+) TERT (ðèñ. 3, á, æ) è óâåëè÷å-
íèåì êîëè÷åñòâà ìÐÍÊ óêîðî÷åííîãî ïëàéñ-âàðèàíòà
(a+b–) TERT (ðèñ. 3, â, ç). Ñâåðõýêñïðåññèÿ EndoG íå âû-
çûâàëà èçìåíåíèÿ ýêñïðåññèè äâóõ äðóãèõ ñïëàéñ-âàðè-
àíòîâ — (a–b+) TERT (ðèñ. 3, ã, è) è (a–b–) (ðèñ. 3, ä,
ê) — â ëèìôîöèòàõ ìûøè è êðûñû. Íå âûÿâëåíî èçìåíå-
íèÿ ýêñïðåññèè ñïëàéñ-âàðèàíòîâ TERT ïðè òðàíñôåêöèè
êëåòîê êîíòðîëüíîé ïëàçìèäîé pGFP.

Ó ì å í ü ø å í è å ï ó ë à à ê ò è â í î é ô î ð ì û T E R T,
è í ä ó ö è ð î â à í í î å E n d o G, è ñ í è æ å í è å à ê ò è â -
í î ñ ò è ò å ë î ì å ð à ç û. Ìû ïîïûòàëèñü âûÿñíèòü âëèÿ-
íèå èíäóêöèè ñïëàéñ-âàðèàíòà hTERT íà àêòèâíîñòü
òåëîìåðàçû ïðè ñâåðõýêñïðåññèè EndoG. Ðåçóëüòàòû âå-
ñòåðí-áëîòèíãà ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ê èçó÷àåìûì
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106 Ä. Ä. Æäàíîâ è äð.
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Ðèñ. 2. Ñïîñîáíîñòü öèñïëàòèíà èíäóöèðîâàòü ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ â ëèìôîöèòàõ ìûøè è êðûñû.

Äîëÿ CD4+ Ò-êëåòîê (à), CD8+ Ò-êëåòîê (á), Â-êëåòîê (â) è ÍÊ-êëåòîê (ã) ìûøåé è êðûñ ñ ïîâðåæäåííîé ÄÍÊ (ìåòîä TUNEL äëÿ ïðîòî÷íîé öèòîìåò-
ðèè) ÷åðåç 72 ÷ äåéñòâèÿ öèñïëàòèíà (60 ìÌ). Ãèñòîãðàììû êîëè÷åñòâà TUNEL-ïîëîæèòåëüíûõ ëèìôîöèòîâ ìûøè (ä) è êðûñû (å); n = 4; çâåçäî÷êà

ïîêàçûâàåò äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èÿ (P � 0.05) ïî îòíîøåíèþ ê êîíòðîëüíûì êëåòêàì.



108 Ä. Ä. Æäàíîâ è äð.
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Ðèñ. 3. Óðîâíè ìÐÍÊ EndoG è ñïëàéñ-âàðèàíòîâ TERT â òðàíñôèöèðîâàííûõ èëè êóëüòèâèðîâàííûõ ñ öèñïëàòèíîì ëèìôîöèòàõ
ìûøè (à—ä) è êðûñû (å—ê).

Ìåòîä ÎÒ-ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè. Ïîêàçàíû íîðìàëèçîâàííûå óðîâíè ýêñïðåññèè (ÍÓÝ) ìÐÍÊ ïî îòíîøåíèþ ê óðîâíþ ðÐÍÊ ðåôåðåíñíîãî ãåíà
18S; n = 4: ðåøåòêà ïîêàçûâàåò äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èÿ ïî îòíîøåíèþ ê êëåòêàì, òðàíñôèöèðîâàííûì pGFP, çâåçäî÷êà — ïî îòíîøåíèþ ê êîíòðîëü-

íûì èíòàêòíûì êëåòêàì (P � 0.05).

Ðèñ. 4. Óìåíüøåíèå êîëè÷åñòâà àêòèâíîé ôîðìû TERT ïðè ñâåðõýêñïðåññèè EndoG.

Âåñòåðí-áëîòèíã ñïëàéñ-âàðèàíòîâ TERT, EndoG è ðåôåðåíñíîãî áåëêà GAPDH â ëèìôîöèòàõ ìûøè (à—ã) è êðûñû (è—ì), òðàíñôèöèðîâàííûõ pEn-
doG-GFP, pGFP, êóëüòèâèðîâàííûõ ñ öèñïëàòèíîì èëè â èíòàêòíûõ êëåòêàõ. ä—ç — ðåçóëüòàòû îïðåäåëåíèÿ êîëè÷åñòâ EndoG è ñïëàéñ-ôîðì TERT
(ýêñïðåññèÿ) ïî îòíîøåíèþ ê GAPDH äëÿ ìûøè; í—ð — òî æå äëÿ êðûñû. Ïàíåëè Âåñòåðí-áëîòà: 1 — CD4+ Ò-êëåòêè, 2 — CD8+ Ò-êëåòêè,
3 — Â-êëåòêè, 4 — ÍÊ-êëåòêè; n = 4; ðåøåòêà ïîêàçûâàåò äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èÿ ïî îòíîøåíèþ ê êëåòêàì, òðàíñôèöèðîâàííûì pGFP, çâåçäî÷êà —

ïî îòíîøåíèþ ê êîíòðîëüíûì èíòàêòíûì êëåòêàì (P � 0.05).



áåëêàì ïîêàçàëè, ÷òî ÷åðåç 72 ÷ ïîñëå òðàíñôåêöèè
pEndoG-GFP èëè êóëüòèâèðîâàíèÿ öèñïëàòèíîì â êëåò-
êàõ ïðîèñõîäèò óâåëè÷åíèå EndoG, êîòîðîå ñîïðîâîæäà-
åòñÿ ñíèæåíèåì ïîëíîðàçìåðíîãî âàðèàíòà TERT (a+b+)
è óâåëè÷åíèåì ñïëàéñ-âàðèàíòà (a+b–) TERT â ëèìôî-
öèòàõ ìûøåé (ðèñ. 3, à—ç) è êðûñ (ðèñ. 3, è—ð). Ïðè
òðàíñôåêöèè êëåòîê êîíòðîëüíîé ïëàçìèäîé èçìåíåíèÿ
ïðîïîðöèè áåëêîâ ñïëàéñ-âàðèàíòîâ TERT íå âûÿâëåíî.
Íå îáíàðóæåíî è èçìåíåíèÿ ïóëà áåëêîâ (a+b–)- è
(a–b–)-âàðèàíòîâ TERT, ïîñêîëüêó èõ êîëè÷åñòâî â êëåò-
êå î÷åíü ìàëî è íå äåòåêòèðóåòñÿ ìåòîäîì Âåñòåðí-
áëîòèíãà.

Äëÿ àíàëèçà àêòèâíîñòè òåëîìåðàçû â êëåòî÷íûõ ýê-
ñòðàêòàõ ïîñëå òðàíñôåêöèè èñïîëüçîâàëè ìåòîä àìïëè-
ôèêàöèè òåëîìåðíûõ ïîâòîðîâ ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ (TRAP).
Àêòèâíîñòü òåëîìåðàçû ñíèæàëàñü ÷åðåç 72 ÷ ïîñëå
òðàíñôåêöèè ëèìôîöèòîâ ìûøè (ðèñ. 5, à, á) è êðûñû
(ðèñ. 5, â, ã) ïëàçìèäîé pEndoG-GFP èëè äåéñòâèÿ öèñ-
ïëàòèíà. Óìåíüøåíèÿ àêòèâíîñòè ôåðìåíòà íå íàáëþäàëè
ïðè òðàíñôåêöèè êëåòîê êîíòðîëüíîé ïëàçìèäîé pGFP.

Ýòè äàííûå ïîëíîñòüþ ñîãëàñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòîì
èçìåðåíèÿ ýêñïðåññèè ñïëàéñ-âàðèàíòîâ TERT ìåòîäîì

ÎÒ-ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè è êîëè÷åñòâîì ñïëàéñ-âàðè-
àíòîâ TERT, èçìåðåííûì ïðè ïîìîùè Âåñòåðí-áëîòèíãà.
Ñíèæåíèå àêòèâíîñòè òåëîìåðàçû, âåðîÿòíåå âñåãî, ïðî-
èñõîäèò çà ñ÷åò óìåíüøåíèÿ êîëè÷åñòâà ïîëíîðàçìåðíî-
ãî (a+b+)-âàðèàíòà hTERT, ïîñêîëüêó èìåííî ýòà ôîðìà
îáëàäàåò êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ.

Ï î í è æ å í è å à ê ò è â í î ñ ò è ò å ë î ì å ð à ç û i n v i -
v o â ð å ç ó ë ü ò à ò å À Ñ T E R T, â û ç â à í í î ã î è í ä ó -
ö è ð î â à í í î é ý ê ñ ï ð å ñ ñ è å é E n d o G. Äëÿ èññëåäîâà-
íèÿ ñïîñîáíîñòè EndoG âûçûâàòü ÀÑ TERT ìûøàì ëè-
íèè C57BL/6 è êðûñàì ëèíèè Wistar âíóòðèâåííî
ââîäèëè öèñïëàòèí. ×åðåç 72 ÷ èç êðîâè æèâîòíûõ âûäå-
ëÿëè Ò-, Â- è ÍÊ-êëåòêè è èññëåäîâàëè ýêñïðåññèþ ãåíîâ.
Ìåòîäîì TUNEL äëÿ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè âûÿâëåíî
óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà ëèìôîöèòîâ ñ ïîâðåæäåííîé
ÄÍÊ â êðîâè ìûøåé è êðûñ ïîñëå ââåäåíèÿ öèñïëàòèíà
(ðèñ. 6, à—å). Âîçðàñòàíèå êîëè÷åñòâà êëåòîê ñ ïîâðåæ-
äåííîé ÄÍÊ ñîïðîâîæäàëîñü óñèëåíèåì ýêñïðåññèè â
íèõ EndoG, à òàêæå ñíèæåíèåì ïîëíîðàçìåðíîãî
(a+b+)-âàðèàíòà TERT è óâåëè÷åíèåì êîëè÷åñòâà óêîðî-
÷åííîãî ñïëàéñ-âàðèàíòà (a+b–) TERT â ëèìôîöèòàõ ìû-
øåé (ðèñ. 7, à—â) è êðûñ (ðèñ. 7, ã—å).

110 Ä. Ä. Æäàíîâ è äð.

Ðèñ. 5. Èíãèáèðîâàíèå àêòèâíîñòè òåëîìåðàçû â ëèìôîöèòàõ ìûøåé (à, á) è êðûñ (â, ã) ïðè ñâåðõýêñïðåññèè EndoG.

à, â — ãåëü-ýëåêòðîôîðåç TRAP; äîðîæêè: 1 — êëåòêè, òðàíñôèöèðîâàííûå pEndoG-GFP; 2 — êëåòêè, òðàíñôèöèðîâàííûå pGFP; 3 — êëåòêè, êóëü-
òèâèðîâàííûå ñ öèñïëàòèíîì; 4 — èíòàêòíûå êëåòêè. á, ã — ðåçóëüòàòû îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè òåëîìåðàçû, èçìåðåííîé ìåòîäîì TRAP. n = 4; çâåç-

äî÷êà — ïî îòíîøåíèþ ê êîíòðîëüíûì èíòàêòíûì êëåòêàì, ðåøåòêà — ïî îòíîøåíèþ ê êëåòêàì, òðàíñôèöèðîâàííûì pGFP (P � 0.05).
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Ðèñ. 6. Ñïîñîáíîñòü öèñïëàòèíà èíäóöèðîâàòü ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ â ëèìôîöèòàõ ìûøè è êðûñû in vivo: CD4+ Ò (à), CD8+ Ò (á),
Â (â) è ÍÊ (ã).

Ïîêàçàíà äîëÿ êëåòîê ñ ïîâðåæäåííîé ÄÍÊ (ìåòîä TUNEL äëÿ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè) ÷åðåç 72 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó öèñïëàòèíà.
ä, å — ãèñòîãðàììû êîëè÷åñòâà TUNEL-ïîëîæèòåëüíûõ ëèìôîöèòîâ ìûøè è êðûñû ñîîòâåòñòâåííî; n = 4, çâåçäî÷êà ïîêàçûâàåò äîñòîâåðíîñòü îò-

ëè÷èÿ (P � 0.05) ïî îòíîøåíèþ ê êîíòðîëüíûì êëåòêàì.



Ðåçóëüòàòû Âåñòåðí-áëîòèíãà ïîêàçàëè, ÷òî èíäóê-
öèÿ EndoG öèñïëàòèíîì ñîïðîâîæäàåòñÿ ñíèæåíèåì êî-
ëè÷åñòâà ïîëíîðàçìåðíîé ôîðìû áåëêà (a+b+) TERT è
óâåëè÷åíèåì êîëè÷åñòâà óêîðî÷åííîé ôîðìû (a+b–) â
ëèìôîöèòàõ ìûøåé (ðèñ. 8, à—å) è êðûñ (ðèñ. 8, æ—ì).
Èçìåíåíèå ïóëà ôîðì TERT ñîïðîâîæäàëîñü ñíèæåíèåì
àêòèâíîñòè òåëîìåðàçû â Ò-, Â- è ÍÊ-êëåòêàõ ìûøåé
(ðèñ. 9, à, á) è êðûñ (ðèñ. 9, â, ã).

Îáñóæäåíèå

Àïîïòîòè÷åñêèå ýíäîíóêëåàçû — ãðóïïà ôåðìåíòîâ,
ðàçðóøàþùèõ ÄÍÊ êëåòîê íà ïîñëåäíèõ ñòàäèÿõ àïîïòî-
çà (Nagata et al., 2003). EndoG ÿâëÿåòñÿ ñàéò-ñïåöèôè÷å-
ñêîé ýíäîíóêëåàçîé, ñïîñîáíîé èçáèðàòåëüíî ðàñùåïëÿòü
äâîéíûå öåïè ÄÍÊ ïî ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì ïîëè-G (Ru-
iz-Carrillo et al., 1987). Ó÷àñòèå àïîïòîòè÷åñêîé ýíäîíóê-
ëåàçû EndoG â ïðîöåññå ÀÑ ìÐÍÊ TERT áûëî ïîêàçàíî
íàìè ðàíåå â êëåòêàõ êàðöèíîìû êèøå÷íèêà ÷åëîâåêà
CaCo-2 (Zhdanov et al., 2016) è àêòèâèðîâàííûõ CD4+

Ò-ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà (Âàñèíà è äð., 2017). Âîïðîñ î
ñïîñîáíîñòè EndoG èíäóöèðîâàòü ÀÑ ìÐÍÊ TERT â ëèì-
ôîöèòàõ äðóãèõ îðãàíèçìàõ ÿâëÿåòñÿ àêòóàëüíûì. Äëÿ
îòâåòà íà ýòîò âîïðîñ ìû èíäóöèðîâàëè ýêñïðåññèþ En-
doG â CD4+ è CD8+ T-ëèìôîöèòàõ, Â-ëèìôîöèòàõ èëè

ÍÊ-êëåòêàõ ìûøåé è êðûñ äâóìÿ ìåòîäàìè: òðàíñôèöè-
ðîâàëè êëåòêè ïëàçìèäîé pEndoG-GFP èëè êóëüòèâèðî-
âàëè èõ ñ ïîâðåæäàþùèì ÄÍÊ àãåíòîì öèñïëàòèíîì
(Yin et al., 2007).

Ñâåðõýêñïðåññèÿ EndoG ïðè òðàíñôåêöèè ëèìôîöè-
òîâ ïëàçìèäîé pEndoG-GFP âûçûâàëà óâåëè÷åíèå êî-
ëè÷åñòâà íåàêòèâíîãî (a+b–)-ñïëàéñ-âàðèàíòà TERT è
óìåíüøåíèå ñîäåðæàíèÿ àêòèâíîãî (a+b+)-âàðèàíòà.
Ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà àêòèâíîé ôîðìû TERT ïðè ñâåðõ-
ýêñïðåññèè EndoG ñîïðîâîæäàëîñü óìåíüøåíèåì àêòèâ-
íîñòè òåëîìåðàçû.

Â ëèìôîöèòàõ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè äåòåêòèðóåòñÿ
î÷åíü íèçêàÿ àêòèâíîñòü òåëîìåðàçû (Counter et al., 1995).
Â óñëîâèÿõ in vitro ïðè ñòèìóëÿöèè ïðîëèôåðàöèè êëåòîê
IL-2 è àíòèòåëàìè ê CD3 è CD28 àêòèâíîñòü òåëîìåðàçû
çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàåòñÿ (Moro-Garcia et al., 2012), îä-
íàêî åå àêòèâíîñòè íåäîñòàòî÷íî äëÿ íåîãðàíè÷åííîé
ïðîëèôåðàöèè Ò-êëåòîê (Liu et al., 2001). Ìû íå îáíàðó-
æèëè äîñòîâåðíîé ðàçíèöû ìåæäó àêòèâíîñòüþ òåëîìå-
ðàçû â ðàçëè÷íûõ ëèìôîöèòàõ ìûøè è êðûñû.

Èçâåñòíî, ÷òî ýêñïðåññèÿ EndoG âîçðàñòàåò â îòâåò
íà ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ (Yin et al., 2007; Æäàíîâ è äð.,
2017). Èíäóöèðîâàííîå öèñïëàòèíîì ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ
ëèìôîöèòîâ ìûøåé è êðûñ in vitro è in vivo ñîïðîâîæäà-
ëîñü óâåëè÷åíèåì ýêñïðåññèè EndoG, (a+b–)-ñïëàéñ-âà-
ðèàíòà TERT, ïîíèæåíèåì ýêñïðåññèè ïîëíîðàçìåðíîãî

112 Ä. Ä. Æäàíîâ è äð.

Ðèñ. 7. Ýêñïðåññèÿ EndoG è ñïëàéñ-âàðèàíòîâ TERT â ëèìôîöèòàõ ìûøåé è êðûñ ïîñëå ââåäåíèÿ öèïëàòèíà.

Óðîâíè ìÐÍÊ EndoG (à) è ñïëàéñ-âàðèàíòîâ TERT (á, â) â ëèìôîöèòàõ ìûøè è êðûñû (ã—å), îïðåäåëåííûå ìåòîäîì ÎÒ-ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè.
Óðîâíè ìÐÍÊ íîðìàëèçîâàíû ïî îòíîøåíèþ ê óðîâíþ ðÐÍÊ ðåôåðåíñíîãî ãåíà 18S; n = 4, çâåçäî÷êà ïîêàçûâàåò äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èÿ (P � 0.05)

ïî îòíîøåíèþ ê êîíòðîëüíûì êëåòêàì. ÍÝÓ — íîðìàëèçîâàííûé óðîâåíü ýêñïðåññèè.
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Ðèñ. 8. Óìåíüøåíèå êîëè÷åñòâà àêòèâíîé ôîðìû TERT ïðè èíäóêöèè ñâåðõýêñïðåññèè EndoG in vivo.

Âåñòåðí-áëîòèíã ñïëàéñ-âàðèàíòîâ TERT, EndoG è ðåôåðåíñíîãî áåëêà GAPDH â êëåòêàõ ëèìôîöèòàõ ìûøè (à, á) è êðûñû (æ, ç), êóëüòèâèðîâàííûõ
ñ öèñïëàòèíîì èëè â êîíòðîëå. Êîëè÷åñòâà EndoG è ñïëàéñ-ôîðì TERT îïðåäåëåíû ïî îòíîøåíèþ ê GAPDH äëÿ ìûøè (â-å) è êðûñû (è—ì). Ïàíåëè
Âåñòåðí-áëîòà (êëåòêè): 1 — CD4+ Ò, 2 — CD8+ Ò, 3 — Â-êëåòêè, 4 — ÍÊ-êëåòêè; n = 4, çâåçäî÷êà ïîêàçûâàåò äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èÿ (P � 0.05) ïî îò-

íîøåíèþ ê êîíòðîëüíûì êëåòêàì.



(a+b+)-âàðèàíòà TERT è ñíèæåíèåì ôåðìåíòàòèâíîé àê-
òèâíîñòè òåëîìåðàçû.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû ñâèäå-
òåëüñòâóþò î òîì, ÷òî àïîïòîòè÷åñêàÿ ýíäîíóêëåàçà En-
doG ñïîñîáíà èíäóöèðîâàòü ÀÑ ìÐÍÊ êàòàëèòè÷åñêîé
ñóáúåäèíèöû òåëîìåðàçû TERT è ðåãóëèðîâàòü àêòèâ-
íîñòü òåëîìåðàçû íå òîëüêî â êëåòêàõ ÷åëîâåêà, íî è â
ëèìôîöèòàõ ìûøåé è êðûñ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ïðî-
ãðàììû ôóíäàìåíòàëüíûõ íàó÷íûõ èññëåäîâàíèé ãîñó-
äàðñòâåííûõ àêàäåìèé íàóê íà 2013—2020 ãã.
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Ðèñ. 9. Èíãèáèðîâàíèå àêòèâíîñòè òåëîìåðàçû â ëèìôîöèòàõ ìûøåé (à, á) è êðûñ (â, ã) ïîñëå äåéñòâèÿ öèñïëàòèíà.

Ãåëü-ýëåêòðîôîðåç TRAP â CD4+ Ò-êëåòêàõ, CD8+ Ò-êëåòêàõ, Â-êëåòêàõ è ÍÊ-êëåòêàõ ìûøåé (à) è êðûñ (â). Ðåçóëüòàòû îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè òåëî-
ìåðàçû, èçìåðåííîé ìåòîäîì TRAP â êëåòêàõ ìûøåé (á) è êðûñ (ã). Äîðîæêà 1 — êëåòêè æèâîòíûõ, êîòîðûì ââåëè öèñïëàòèí; äîðîæêà 2 — êëåòêè

êîíòðîëüíûõ æèâîòíûõ; n = 4, çâåçäî÷êà ïîêàçûâàåò äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èÿ (P � 0.05) ïî îòíîøåíèþ ê êëåòêàì êîíòðîëüíûõ æèâîòíûõ.
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INDUCTION OF ALTERNATIVE SPLICING OF TELOMERASE CATALYTIC SUBUNIT

BY APOPTOTIC ENDONUCLEASE EndoG IN MURINE LIMPHOCYTES
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Apoptotic endonuclease EndoG is known to induce alternative splicing (AS) of mRNA of telomerase cata-
lytic subunit TERT (telomerase reverse transcriptase) in human cancer cells and activated T lymphocytes. The
aim of this work was to study the possibility of induction AS of TERT mRNA and inhibition of telomerase acti-
vity by EndoG in activated lymphocytes of mice and rats. In order to overexpress EndoG, CD4+, CD8+ T-lym-
phocytes, Â-lymphocytes and NK-cells from mice and rats were transfected with pEndoG-GFP plasmid or in-
cubated with DNA-damaging agent cisplatin in vitro. EndoG overexpression was associated with down-regula-
tion of the expression of full-length TERT and up-regulation of truncated spliced variant which resulted in
inhibition of telomerase activity. Induction of EndoG and changes in the expression of TERT splice-variants ac-
companied by telomerase inhibition was observed in murine lymphocytes after in vivo cisplatin administration.
Thus, EndoG was shown to induce AS of TERT mRNA and regulate telomerase activity in murine lympho-
cytes.

K e y w o r d s: alternative splicing, telomerase, lymphocytes, apoptotic endonuclease.
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