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Article abstract

Telomeres are specialized structures at the end of eukaryotic chromosomes
that in vertebrates constain hundreds to thousands of tandem repeats of the
sequence TTAGGG. In most human somatic cells, telomeres shorten with each
cell division, eventually triggering an irreversible arrest of proliferation called
cellular senescence. These observations have led to a model in which telomere
length reflects the mitotic history of somatic cells. Further support for this
hypothesis has come from the discovery of telomerase, a unique reverse
transcriptase ribonucleoprotein that has the ability to extend 3’ end of
telomeres.

In fibroblasts, senescence is induced by telomere attrition and depends on p53
and pRb pathways triggered by one or a few critically short telomeres.
Previous studies have shown that the replicative life span of various primary
human cells can be prolonged by transduction of the telomerase reverse
transcriptase (hTERT) gene. The hTERT expressing cells proliferate indefinitely,
without undergoing any changes associated with transformation to
malignancy. Rapid progress has been made towards the goal of using
tumor-specific cytolytic CD8" T lymphocytes for the immunotherapy of cancer.
These cells can be expanded in vitro and, in principle, could be used for
adoptive immunotherapy. One of the major problems that remains to be solved
is the finite life span of normal human T lymphocytes. In an attempt to
overcome this barrier three groups have introduced hTERT cDNA into human
T lymphocytes and monitored its effect on their life span. In two of these
studies, hTERT significantly extended the replicative life span of CD8" T clones,
whereas this was not the case in the third study using bulk T lymphocytes.
Possible explanations for these discordant results are that better growth
conditions avoided culture-induced stress in the study with clones, or that
clones had undergone alterations leading, for example, to the inactivation of
the pRb pathway during their derivation.
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Télomérase,
élixir de jouvence
des cellules

humaines ?
Nathalie Rufer, Markus Nabholz

> Les télomeres sont des structures spécialisées
qui protegent les extrémités des chromosomes
chez les eucaryotes. L'existence de ces structures
a été démontrée il y a soixante ans déja par des
études classiques de cytogénétique. Un nouvel
essor dans la recherche sur les télomeres a eu lieu
dans les années 1980, grace a I’élucidation de la
nature moléculaire des télomeres. La découverte
et la caractérisation de I’enzyme télomérase, une
nouvelle ADN polymérase, en sera le principal fer
de lance. Actuellement, une des nouvelles fonc-
tions attribuées aux télomeres est leur implica-
tion, comme horloge biologique, dans le vieillis-
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200 nucléotides. La télomérase, une ribonucléoprotéine
aux propriétés uniques, prévient la perte d’éléments
TTAGGG par I'gjout de séquences télomériques aux
extrémités 3’. Cette enzyme contient deux composants

Chez tous les eucaryotes, les télomeres sont composés
de centaines, voire de milliers d’éléments nucléoti-
diques répétitifs placés en tandem dans la région termi-
nale de chaque chromosome (Figure 1). Chez I’homme et
les autres vertébrés, 'unité fondamentale de ces élé-
ments est la séquence TTAGGG. Des protéines sont asso-
ciées aux télomeres, formant ainsi les structures qui
protégent les extrémités chromosomiques (revue dans
[11). La machinerie responsable de la réplication semi-
conservative des génes eucaryotes est incapable de
compléter la réplication des extrémités des chromo-
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majeurs indissociables de son activité. Le premier est la
sous-unité catalytique ou transcriptase inverse de la
télomérase (hTERT, human telomerase reverse trans-
criptase). Le second est un ARN (TERC, telomerase RNA
component), dont une partie de la séquence est com-
plémentaire a TTAGGG et sert de matrice pour la synthése
de novo de séquences télomériques. Si la plupart des
cellules somatiques humaines expriment constitutive-
ment la matrice ARN, TERC, ce n’est pas le cas de la
sous-unité catalytique hTERT. Par conséquent, I'activité
de la télomérase dans la cellule dépend de la présence
ou de I’absence de hTERT (revue dans [2]).

La sénescence cellulaire

L'une des différences fondamentales entre les cellules
normales, dites aussi primaires, et les cellules tumo-
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rales est la capacité de prolifération in vitro de ces der-
nieres. En effet, les cellules tumorales peuvent prolifé-
rer indéfiniment et sont donc décrites comme immor-
telles. A Pinverse, les cellules primaires ont une durée de
vie limitée, c’est-a-dire qu’en culture elles ne se divi-
sent que durant une période de temps restreinte et
subissent un arrét irréversible dans la phase G1 du cycle
cellulaire, appelé sénescence cellulaire. Un lien direct
entre le vieillissement des cellules, ou sénescence, et le
nombre de divisions cellulaires a été suggéré dans les
années 1960 par L. Hayflick [3]: « La durée de vie totale
d’une cellule se calcule a partir du nombre de généra-
tions de cellules engendrées par division cellulaire ».
Typiquement, des fibroblastes humains proliférent en
culture durant 40 a 60 générations avant d’entrer en
sénescence. Cela signifie qu’il existe au sein de chaque
cellule une ou plusieurs horloges biologiques qui
« décompte » le nombre de divisions cellulaires. Les
études des dix derniéres années montrent que I’dge de la
cellule peut étre mesuré par la perte de ’ADN télomé-
rique localisé aux extrémités chromosomiques ([4],
revue dans [5]).

L’horloge télomérique

Chez I’homme, les télomeres contiennent entre 5000 et 12000 paires de
bases (pb) d’éléments répétitifs TTAGGG. Dans les fibroblastes humains
mis en culture, la taille des télomeres diminue de 50 a 200 pb a chaque
division puisque, dans la plupart des cellules humaines différenciées, la
télomérase est absente
(Figure 2). La sénescence
cellulaire, chez les fibro-
blastes, est provoquée par
I"'usure progressive des
télomeres et dépend des
cascades de signalisation
réglées par les répresseurs
tumoraux p53 et pRb (pro-
téine de susceptibilité du
rétinoblastome). €n effet,
I'activation de ces répres-
seurs est déclenchée

divisent plus. La limite de Hayflick peut cependant étre
franchie en bloquant la fonction des protéines p53 et pRb
par 'introduction, dans les cellules, des protéines T du
virus transformant SV40. Les fibroblastes poursuivent
alors leur activité réplicative jusqu’au stade prénommé
« crise », ou phase M2. Cette phase est marquée par Iin-
stabilité extréme des chromosomes a la suite d’une perte
massive des télomeres et, en conséquence, par la mort
cellulaire. Parmi les fibroblastes qui ont dépassé le stade
M1, de tres rares variants cellulaires peuvent survivre a la
phase M2 et devenir immortels. Dans la majorité de ces
cas, les cellules stabilisent la longueur de leurs télomeres
par la réactivation de la télomérase (Figure 2) [6, 7]. €n
résumé, le modele de I’horloge télomérique propose une
relation de cause a effet entre, d’une part, la perte pro-
gressive de télomeres et le vieillissement des cellules et,
d’autre part, I'activation de la télomérase et I'immortalité
cellulaire. Cette hypothése sera validée par les expé-
riences dans lesquelles le gene codant pour la sous-unité
catalytique hTERT a été introduit dans diverses cellules
somatiques humaines (fibroblastes, kératinocytes et lym-
phocytes T, par exemple).

La seconde jeunesse des fibroblastes et
des kératinocytes humains

’expression de la sous-unité catalytique hTERT dans les
fibroblastes humains, qui en sont habituellement

dépourvus, instaure I’activité de la télomérase, permet-

lorsque le raccourcisse-  Figure 1. Les téloméres sont formés de séquences répétitives TTAGGG localisées aux extrémités des chromosomes. Les

ment de certains télomeres longueurs de ces séquences peuvent étre quantifiées par hybridation in situ de chromosomes en métaphase (ou Q-
atteint un seuil critique. Ce  FIsH [23]). Les sondes PNA (peptide nucleic acid) utilisées sont complémentaires aux séquences TTAGGG et mar-

stade, également appelé quées par le fluorochrome Cy-3 (points jaunes). Les chromosomes sont, quant & eux, visualisés par DAPI (en bleu).

limite de Hayflick [3] ou |q longueur des télomeres est proportionnelle a I'intensité du signal fluorescent. Des chromosomes en métaphase

phase M1, n’est cependant  provenant de lymphocytes T humains surexprimant (B) ou non (A) la sous-unité catalytique hTERT ont ainsi été ana-

pas associé a lamort cellu- lysés. Des télomeres extrémement courts sont observés sur les chromosomes des lymphocytes T pré-sénescents ne

laire, car les fibroblastes  contenant pas le géne hTERT (A). €n revanche, la fluorescence des téloméres est homogéne et intense sur les chro-

humains sénescents res-  mosomes provenant de lymphocytes surexprimant hTERT (B). Ces expériences montrent que I"introduction de la télo-

tentenvie mémes’ilsnese  mérase dans des clones de lymphocytes T permet I’élongation des téloméres les plus courts [19].
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tant ainsi de maintenir la taille des télomeres, voire de
rallonger les séquences télomériques (Figure 2). Les
fibroblastes ont alors un allongement de leur durée de
vie et sont capables d’étre maintenus en culture durant
plus de 300 générations! Ces cellules apparaissent
indiscernables des « jeunes » cellules et ne montrent
aucun signe d’anomalie chromosomique [8] ni d’aber-
ration des points de contrdle du cycle cellulaire (revue
dans [7]). Ces observations permettent de conclure que
I’expression ectopique de la télomérase dans les cellules
normales somatiques, telles que les fibroblastes, pré-
vient leur sénescence. Ces expériences fournissent les
preuves d’un lien direct et causal entre le raccourcisse-
ment des télomeres et la sénescence cellulaire.

Dans les kératinocytes, contrairement aux résultats
obtenus dans les fibroblastes, la surexpression de hTERT
seule ne suffit pas a immortaliser ces cellules (revue
dans [9]): Pinactivation de la cascade de signalisation
pRb par I’expression d’oncogénes viraux, tels que la pro-
téine €7 du virus humain du papillome, est également
requise. Une analyse plus approfondie montre toutefois
que les kératinocytes ne peuvent étre maintenus aisé-
ment en culture durant plus de 20 générations sans la

présence de cellules nourriciéres. Dans des conditions
adéquates (en présence de cellules nourriciéres), les
kératinocytes peuvent étre immortalisés par I"adjonc-
tion de la télomérase sans passer par 'inactivation de la
cascade de signalisation pRb [9]. Ainsi, le stress imposé
par une culture in vitro peut influencer le devenir d’une
expérience et ces parametres doivent donc étre pris en
compte lorsque I'on veut cerner précisément I'impact
des télomeres sur le vieillissement des cellules in vitro.

La durée de vie des lymphocytes T humains

Lors d’une réponse immune primaire, seuls les lympho-
cytes dont le récepteur de cellule T (TCR) reconnait spé-
cifiquement I'un des peptides provenant d’un pathogene
(par exemple un virus ou une bactérie) répondent. Ces
lymphocytes T appelés naifs subissent alors une multi-
plication clonale, qui leur permettra dans un second
temps d’éliminer les cellules infectées et de devenir des
cellules dites mémoires (revue dans [10]). Cette multi-
plication devrait, en principe, s’accompagner de pertes
télomériques progressives. Ainsi, diverses études mon-
trent que la longueur des télomeres des lymphocytes T
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Figure 2. Les télomeéres comme horloge mitotique. A. La télomérase est active (+) dans les lignées germinales et maintient constante la longueur
des télomeres. €n revanche, les tissus somatiques inactivent la télomérase (-), ce qui engendre un raccourcissement progressif de leurs télomeres
jusqu’a I’arrét de réplication ou sénescence en M1 (fléche bleue). Les oncoprotéines telles que I'antigene grand T du virus SV40 peuvent neutrali-
ser les protéines p53 et pRb, responsables de I’arrét au point de contréle M1, et permettent aux cellules de poursuivre leur prolifération jusqu’au
stade M2 ou « crise ». De rares clones malins échappent a ce stade en exprimant la télomérase (+, fléche rouge). Uintroduction de la sous-unité
catalytique hTERT dans les cellules somatiques permet une élongation des télomeres et I'immortalisation des cellules (fléche verte). B. Au cours
du vieillissement, les lymphocytes T naifs et les lymphocytes T mémoires subissent une perte progressive des télomeres. La perte la plus importante
se produit durant les quatre premiéres années de la vie. Le raccourcissement des téloméres dans les cellules naives refléte le vieillissement des cel-
lules souches hématopoiétiques au cours de la vie. Les télomeres les plus courts sont retrouvés dans les lymphocytes T mémoires d’individus octo-
génaires [13]. C. Dans les lymphocytes, la présence de la télomérase (+) pourrait apporter un mécanisme de compensation partiel en réponse d la
perte des télomeres [20]. Cependant, les télomeéres raccourcissent progressivement, méme dans les lymphocytes, et leur sénescence peut étre
observée dans des cultures in vitro [19, 20]. D’aprés ce modéle, la limite de Hayflick dans les lymphocytes (M1’) surviendrait aprés un nombre de

divisions cellulaires supérieur a celui des fibroblastes (M1).
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naifs est supérieure a celle des lymphocytes T mémoires
(revue dans [11]). De méme, il serait possible qu’une
déplétion accélérée des télomeres, due a des rencontres
répétées avec un méme pathogene, amene les cellules T
spécifiques au stade M1 et limite ainsi leur réponse
immune. Selon cette hypothese, le potentiel de réplica-
tion serait un paramétre crucial pour les lymphocytes T
mémoires. Deés lors, "analyse de la longueur des télo-
meres dans les lymphocytes permet une estimation du
potentiel de réplication de ces cellules, ainsi que de leur
durée de vie dans un organisme [11].

La perte progressive des téloméres
avec le vieillissement

De nombreuses études ont démontré que la longueur des
télomeres présents dans les lymphocytes humains se
raccourcit progressivement en fonction de I’Gge des
individus analysés (revue dans [12]). Les télomeéres les
plus courts sont retrouvés chez les octogénaires (4000 a
6000 pb), tandis que, chez les nouveau-nés, la longueur
des télomeéres oscille entre 8000 & 12000 pb (Figure 2).
Lors de la premiére année qui suit la naissance, nous
avons pu montrer une perte accélérée des télomeres
dans les cellules du sang périphérique telles que les gra-
nulocytes et les lymphocytes T naifs [13]. Une des inter-
prétations de ces résultats serait que les cellules-pré-
curseurs, c’est-a-dire les cellules souches hématopoié-
tiques qui produisent directement les granulocytes et
les lymphocytes T naifs, ont un nombre de divisions cel-
lulaires accru au cours de la premiére année de la vie.
Par la suite et durant plus de 80 ans, la perte des télo-
meres devient plus graduelle, mais reste néanmoins éle-
vée (Figure 2). Un déclin rapide des télomeéres a égale-
ment été observé dans les lymphocytes T mémoires
durant les quatre premiéres années de vie. Cette perte
refleterait la réplication active des lymphocytes
mémoires lors de réponses immunes aprés infection
et/ou vaccination. Ces cellules obtiennent d’ailleurs la
palme d’or en matiére de télomeres courts, avec des
valeurs proches de 4000 pb seulement chez les individus
dgés de plus de 80 ans. De plus, les lymphocytes
mémoires s’accumulent au cours de la vie et refletent
I’histoire des infections répétitives dues aux pathogenes
que nous hébergeons. De nombreuses questions restent
ouvertes a ce stade de la discussion: la sénescence
existe-t-elle dans les lymphocytes T mémoires in vivo et,
dans ce cas, pourrait-elle les empécher de se diviser lors
d’une réponse immunitaire? Cette sénescence touche-
rait-elle plus particulierement les cellules des individus
dgés et/ou de ceux souffrant d’infections chroniques (le
VIH par exemple)? Quels sont les mécanismes biolo-
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giques gouvernant la sénescence des lymphocytes?
Sont-ils les mémes que ceux impliqués dans la sénes-
cence des fibroblastes ?

L’expression endogéne de la télomérase
dans les lymphocytes humains

Dés les années 1990, la présence d’une faible activité de
I’enzyme télomérase a été décrite dans les lymphocytes
isolés d’individus sains [14]. Dans les lymphocytes T,
durant leur développement dans le thymus ou apres leur
stimulation in vitro par divers mitogénes, une activité
élevée de la télomérase a été mise en évidence (revue
dans [15]). Jusqu’alors, le modele de I’horloge mito-
tique (Figure 2) stipulait que la télomérase n’était pré-
sente que dans les cellules germinales et les clones
malins et donc absente des cellules somatiques. Ce
dogme fut revu et corrigé lorsqu’il est devenu évident
que la télomérase était également présente dans les cel-
lules immunes et les cellules souches hématopoiétiques.
Quel est le role de la télomérase dans les lymphocytes?
Comment se fait la régulation de I"expression de cette
enzyme dans les cellules? Dans I'état actuel de la
recherche, nous sommes loin d’avoir répondu a ces ques-
tions. Un des modeéles serait que I’expression somatique
de la télomérase dans les lymphocytes soit primordiale
pour les fonctions immunes. Ainsi, Maini et al. ont décrit
que, dans les lymphocytes T activés lors d’une mononu-
cléose infectieuse par le virus d’Epstein-Barr (EBV),
Pactivité de la télomérase est élevée [16]. Cette activité
pourrait préserver les télomeres lors d’une expansion
cellulaire importante des lymphocytes, comme c’est le
cas aprés une stimulation antigénique a €BV (Figure 2).
Les lymphocytes, a I'instar des cellules tumorales,
seraient donc dotés d’un mécanisme permettant de pro-
longer leur durée de vie et leur potentiel de réplication,
véritables garants de leurs fonctions immunitaires.
Toutefois, lorsque les lymphocytes T humains en culture
sont stimulés de maniére répétitive, une diminution pro-
gressive de 'activité de la télomérase est observée [17].
Ces résultats expliquent que les lymphocytes perdent
progressivement les téloméres et atteignent la limite de
Hayflick (Figure 2). Ainsi, comme les fibroblastes, les
lymphocytes ont une durée de vie qui est limitée par un
nombre défini de divisions cellulaires (revue dans [18])
et des clones T sénescents, avec des téloméres extréme-
ment courts, sont observés apres quelques mois de cul-
ture cellulaire in vitro (Figure 1) [19]. Lactivité de la
télomérase permettrait la prolongation du potentiel
réplicatif des lymphocytes T humains, mais non leur
immortalisation. Il est évident que la régulation de I'ac-
tivité de la télomérase doit étre contrdlée de fagon



rigoureuse au sein des lymphocytes, par des mécanismes
qu’il reste & élucider (revue dans [15]).

Controverses dans I’immortalisation
des lymphocytes T humains

Une des approches pour répondre a cette problématique
serait de surexprimer la télomérase dans les lympho-
cytes humains et d’observer son effet sur la durée de vie
des cellules. Trois études indépendantes ont récemment
décrit 'introduction de hTERT et sa surexpression dans
des lymphocytes T humains par I’emploi de vecteurs
rétroviraux [19-21]. Deux types de cellules T ont été uti-
lisées: des populations polyclonales de lymphocytes T
CD8" et des clones de cellules T, dérivés d’une seule cel-
lule a partir de populations polyclonales. Comme dans le
modele des kératinocytes (revue dans [9]), les conclu-
sions de ces trois analyses aboutissent a une contro-
verse. Ainsi, une de ces publications montre que 'ex-
pression ectopique de hTERT stabilise la longueur des
téloméres, mais n’est pas suffisante pour immortaliser
des cultures polyclonales de lymphocytes T [20]. €n
revanche, en utilisant des clones de cellules T, les deux
autres études réussissent a prolonger significativement
la durée de vie des lymphocytes tout en conservant un
caryotype et un phénotype cellulaire normal (Figure 1)
[19, 21]. Une des explications serait que les conditions
de culture (pour les populations polyclonales) soient
inadéquates et induisent un stress non lié a la sénes-
cence des cellules. Dans ce cas, I'introduction de hTERT
ne suffit pas a immortaliser les cellules. Une autre expli-
cation serait la survenue, a Iinsu des expérimentateurs,
d’un événement additionnel, comme I'inactivation de
certaines cascades de signalisation (pRb par exemple),
qui aurait permis la prolifération des cellules (clones T)
dans des conditions sub-optimales. Les vecteurs rétro-
viraux utilisés lors de ces études sont dérivés du virus
des leucémies murines Moloney (MMLV) et n’infectent
pas efficacement (< 10 %) les lymphocytes T humains.
De nouvelles approches comme I'utilisation d’un vecteur
d’origine lentiviral (adapté du VIH) sont actuellement
développées pour mieux comprendre les divergences des
résultats décrits auparavant [19-21]. Ainsi, I’emploi
d’un vecteur lentiviral permettra une meilleure effica-
cité d’infection, mais également "expression d’un gene
artificiel (dans notre cas, hTERT) dans une large fraction
des populations polyclonales, tout en évitant une sélec-
tion par le clonage. Enfin, de meilleures conditions de
culture devront étre trouvées pour pouvoir analyser le
« vrai » phénoméne de sénescence des lymphocytes,
c’est-a-dire celui uniquement réglé par la longueur des
télomeres.

M/Sn® 3, vol. 19, mars 2003

Perspectives en immunothérapie

Actuellement, I'expansion in vitro de lymphocytes T
humains est déja utilisée a des fins thérapeutiques. €n
effet, des cellules T spécifiques sont produites in vitro
pour étre transférées chez un patient-receveur comme
thérapie adoptive contre certaines infections virales
(cytomégalovirus, EBV) ou des cibles tumorales (méla-
nomes) (revue dans [22]). La production a grande
échelle de ces lymphocytes reste cependant limitée par
la durée de vie restreinte de ces cellules et donc par la
survenue de la sénescence. La surexpression de la télo-
mérase dans les lymphocytes T spécifiques représente-
rait un moyen élégant de contourner la limite de Hayflick
et de produire a I'infini le « vaccin cellulaire » pour trai-
ter les infections ou les tumeurs malignes. Néanmoins,
une analyse approfondie de I'activation de la cascade
de signalisation pRb ainsi que de la définition de condi-
tions de cultures adéquates sont nécessaires pour I'em-
ploi de hTERT dans I'immortalisation des lymphocytes T
humains.

€nfin, n’oublions pas que le role biologique de la sénes-
cence cellulaire est de réduire la probabilité de la trans-
formation de cellules tumorales a partir de cellules nor-
males. Des lors, le passage de la sénescence cellulaire a
un état immortel pourrait représenter une barriére cru-
ciale que la plupart des tumeurs se doivent de franchir
pour évoluer. Les avancées faites sur le modeéle des
fibroblastes et d’autres types cellulaires nous indiquent
que 'introduction de hTERT en soi ne transforme pas les
cellules, mais le chemin a parcourir avant I’utilisation
d’un tel outil en immunothérapie nécessite une compré-
hension plus compléte du réle de la télomérase dans
I"immortalisation. ¢
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SUMMARY

Telomerase and the replicative life span

of human lymphocytes

Telomeres are specialized structures at the end of euka-
ryotic chromosomes that in vertebrates constain hundreds
to thousands of tandem repeats of the sequence TTAGGG.
In most human somatic cells, telomeres shorten with each
cell division, eventually triggering an irreversible arrest of
proliferation called cellular senescence. These observa-
tions have led to a model in which telomere length reflects
the mitotic history of somatic cells. Further support for
this hypothesis has come from the discovery of telome-
rase, a unique reverse transcriptase ribonucleoprotein
that has the ability to extend 3’ end of telomeres.

In fibroblasts, senescence is induced by telomere attrition
and depends on p53 and pRb pathways triggered by one or
a few critically short telomeres. Previous studies have
shown that the replicative life span of various primary
human cells can be prolonged by transduction of the telo-
merase reverse transcriptase (hTERT) gene. The hTERT
expressing cells proliferate indefinitely, without under-
going any changes associated with transformation to
malignancy. Rapid progress has been made towards the
goal of using tumor-specific cytolytic CD8" T lymphocytes
for the immunotherapy of cancer. These cells can be
expanded in vitro and, in principle, could be used for
adoptive immunotherapy. One of the major problems that
remains to be solved is the finite life span of normal human
T lymphocytes. In an attempt to overcome this barrier
three groups have introduced hTERT ¢DNA into human T
lymphocytes and monitored its effect on their life span. In
two of these studies, hTERT significantly extended the
replicative life span of CD8" T clones, whereas this was not
the case in the third study using bulk T lymphocytes.
Possible explanations for these discordant results are that
better growth conditions avoided culture-induced stress
in the study with clones, or that clones had undergone
alterations leading, for example, to the inactivation of the
pRb pathway during their derivation. ¢
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