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Дифференциальная диагностика аритмогенной кардиомиопатии во время скрытой фазы заболевания –
сложная клиническая задача. В связи с этим актуален поиск биомаркеров аритмогенной кардиомиопатии.
Известно, что внеклеточные нуклеиновые кислоты благодаря стабильности, специфичности и простоте вы#
явления могут служить надежными биомаркерами различных заболеваний. В настоящем исследовании бы#
ли определены уровни внеклеточных микроРНК и митохондриальной ДНК в кондиционированной среде,
собранной с кардиомиоцитов. Кардиомиоциты были получены путем направленной дифференцировки из
индуцированных плюрипотентных стволовых клеток пациента с аритмогенной кардиомиопатией и здоро#
вого донора. Были выявлены микроРНК, уровень которых в анализируемых образцах значимо различался,
что позволяет рассматривать их в качестве потенциальных биомаркеров аритмогенной кардиомиопатии.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: аритмогенная кардиомиопатия, кардиомиоциты, микроРНК, митохондриальная
ДНК, индуцированные плюрипотентные стволовые клетки.
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Аритмогенная кардиомиопатия (АКМП) яв#
ляется наследственным аутосомно#доминант#
ным заболеванием, которое характеризуется на#
рушением работы проводящей системы сердца
наряду с прогрессирующей дисфункцией мио#
карда, развивающейся в результате его замеще#
ния на жировую и соединительную ткань [1]. Ге#
нетические исследования выявили, что с разви#
тием АКМП ассоциированы мутации в генах,
кодирующих белки десмосомы [2]. Наиболее
часто встречаются мутации в гене PKP2, кодиру#
ющем плакофиллин#2 [2]. Современные методы
дифференциальной диагностики АКМП недо#
статочно чувствительны и не позволяют поста#
вить диагноз в течение скрытой стадии заболе#
вания, при которой в морфологически здоровом

миокарде уже происходят изменения проводя#
щих систем сердца [3].

Оценка уровня внеклеточных микроРНК
представляется перспективным методом ранней
диагностики заболеваний. МикроРНК — это
малые некодирующие РНК (длиной ~22 нуклео#
тидов), которые регулируют экспрессию генов
через комплементарное связывание с 3'#нетранс#
лируемой областью мРНК, что приводит либо к
блокированию трансляции, либо к деградации
мРНК [4, 5]. Внеклеточные микроРНК были
обнаружены почти во всех биологических жид#
костях: сыворотке и плазме крови, спинномоз#
говой жидкости, слюне, моче, грудном молоке и
др. Кроме того, сочетания микроРНК, найден#
ных в образцах жидкостей, отражали патофизи#
ологическое состояние организма [6]. Было по#
казано, что микроРНК секретируются клетками
в составе микровезикул, экзосом, белковых
комплексов, а также липопротеиновых частиц
высокой и низкой плотности, что обеспечивает
их устойчивость к воздействию внеклеточной
среды [6–10].

ВНЕКЛЕТОЧНЫЕ микроРНК И МИТОХОНДРИАЛЬНАЯ 
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К настоящему времени опубликовано не#
сколько исследований, описывающих изменение
уровней микроРНК у пациентов с АКМП. В ре#
зультате сравнения содержания микроРНК в
плазме пациентов с АКМП и здоровых доноров
была выявлена микроРНК#302a (miR#302a),
уровень которой был понижен у пациентов с
АКМП [11]. Анализ экспрессии более тысячи
различных микроРНК в ткани миокарда выявил
две микроРНК, miR#21 и miR#135b, экспрессия
которых была значительно повышена или пони#
жена у пациентов с АКМП по сравнению с
контролем [12]. Известно, что miR#21, miR#135b
и miR#320a принимают участие в сигнальных
путях Wnt/β#катенин и Hippo и регулируют про#
цессы клеточной пролиферации, апоптоза, ади#
погенеза и фиброза [13–16], а также, предполо#
жительно, могут принимать участие в патогене#
зе АКМП. В другом исследовании, посвящен#
ном изучению циркулирующих микроРНК в
плазме пациентов с диагнозом АКМП и паци#
ентов с идиопатической желудочковой тахикар#
дией, было выявлено достоверное повышение
уровней miR#144, miR#145, miR#185 и miR#494 в
плазме пациентов с АКМП [17], что позволило
дифференциально диагностировать раннюю
фазу АКМП и идиопатическую желудочковую
тахикардию.

Другим типом секретируемых клеткой нук#
леиновых кислот является митохондриальная
ДНК (мтДНК). Поскольку митохондрии эволю#
ционно произошли от α#протеобактерий и со#
хранили некоторые бактериальные признаки [18,
19], внеклеточная мтДНК распознается систе#
мой врожденного иммунитета как бактериаль#
ная [20]. Существенная доля исследований роли
мтДНК в развитии и прогрессировании заболе#
ваний сердца посвящена внеклеточной мтДНК,
циркулирующей в крови [21, 22]. Повышение
уровня циркулирующей мтДНК в свободной
форме или в составе внеклеточных везикул раз#
ного размера (микровезикул, экзосом) описано
при кардиомиопатиях, хронической сердечной
недостаточности и инфаркте миокарда [22–25].
Циркулирующая мтДНК может распознаваться
и захватываться как иммунокомпетентными
клетками (нейтрофилами, макрофагами), так и
кардиомиоцитами, что, в свою очередь, может
приводить к развитию стерильного воспаления,
наблюдаемого в патогенезе кардиомиопатий и
других патологий миокарда [22].

Целью настоящего исследования являлось
проведение сравнительного анализа уровней
ряда микроРНК и мтДНК в кондиционирован#
ной среде, собранной с кардиомиоцитов, диф#
ференцированных из контрольных индуциро#
ванных плюрипотентных стволовых клеток

(иПСК), а также из иПСК от пациента с АКМП,
и последующая оценка возможности использо#
вания микроРНК и мтДНК в качестве биомар#
керов АКМП.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Культивирование иПСК. В исследовании были
использованы две линии иПСК (FAMRCi001#A
и FAMRCi001#B) от пациента с АКМП, являв#
шегося носителем двух мутаций в гене PKP2
(c.354delT и p.Lys859Arg), а также две контроль#
ные линии от здорового донора (FAMRCi003#A
и FAMRCi003#B). Все линии иПСК были заре#
гистрированы в базе данных плюрипотентных
клеток человека hPSCreg (https://hpscreg.eu/).
Линии иПСК были ранее охарактеризованы сог#
ласно стандартному протоколу [26, 27]. иПСК
культивировали на плашках, покрытых 1%#ным
раствором Geltrex («Thermo Fisher Scientific»,
США) в среде Essential 8 («Thermo Fisher Scien#
tific», США), содержавшей 50 МЕ/мл пеницил#
лина, 50 мкг/мл стрептомицина («Thermo Fisher
Scientific», США). Для пересадки иПСК исполь#
зовали реагент ReleSR («Stemcell», США) в со#
ответствии с рекомендациями производителя.

Дифференцировка иПСК в кардиомиоциты.
иПСК дифференцировали согласно ранее опуб#
ликованному протоколу [28] с модификациями.
Клетки снимали при помощи реагента для дис#
социации StemPro Accutase («Thermo Fisher
Scientific», США), отмывали путем центрифуги#
рования при 300 g в течение 5 мин и засевали в
плотности 200–1000 тыс. клеток на лунку в
12#луночный культуральный планшет, покры#
тый 1%#ным раствором Geltrex («Thermo Fisher
Scientific», США). При достижении клетками
конфлуентности запускали дифференцировку
путем смены ростовой среды на дифференци#
ровочную, содержавшую RPMI1640 Glutamax,
с добавлением B27 без инсулина, 50 МЕ/мл пени#
циллина, 50 мкг/мл стрептомицина («Thermo
Fisher Scientific», США), а также 6 мкМ ингиби#
тора CHIR99021 («Selleckchem», США). Через
двое суток среду меняли на дифференцировоч#
ную, содержавшую 5 мкМ ингибитора IWP2
(«Tocris», США). Еще через двое суток и далее
раз в два дня среду меняли на дифференциро#
вочную. Начиная с 7#го дня дифференцировки
и далее раз в два дня среду меняли на среду для
роста кардиомиоцитов, содержавшую RPMI1640
Glutamax, с добавлением B27, 50 МЕ/мл пени#
циллина, 50 мкг/мл стрептомицина («Thermo
Fisher Scientific», США). Для проведения мета#
болической селекции дифференцированные
кардиомиоциты (14#й день дифференцировки)
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культивировали в течение 3–5 дней в селектиру#
ющей среде, содержавшей среду Игла в моди#
фикации Дульбекко (DMEM) без глюкозы и пи#
рувата («Thermo Fisher Scientific», США), 4 мМ
лактата натрия («Sigma Aldrich», США), 2 мМ
глутамина, 50 МЕ/мл пенициллина, 50 мкг/мл
стрептомицина («Thermo Fisher Scientific», США).
Образцы кондиционированной среды отбирали
на 30#й день дифференцировки. Для сбора об#
разцов использовали как минимум три незави#
симые дифференцировки иПСК.

Иммуноцитохимическое окрашивание клеток.
Для проведения иммуноцитохимического окра#
шивания кардиомиоциты пересаживали при по#
мощи реагента Tryple Select («Thermo Fisher
Scientific», США) на покровные стекла, покры#
тые 1%#ным раствором Geltrex, фиксировали
4%#ным раствором параформальдегида на фос#
фатно#буферном растворе (PBS), обрабатывали
0,05%#ным раствором тритона X#100 на PBS.
Клетки инкубировали с первичными антитела#
ми, специфичными к сердечной изоформе тро#
понина Т, затем – с вторичными антителами,
конъюгированными с флуорохромом Alexa
Fluor 488 («Life Technologies», США). Ядра кле#
ток окрашивали 4',6#диамидино#2#фенилиндо#
лом (DAPI) («Invitrogen», США). Микрофото#
графии получали на микроскопе AxioObserver.D1
(«Carl Zeiss», Германия), обработку полученных
изображений производили в программе Zen 2012
(«Carl Zeiss», Германия). Для оценки эффектив#
ности дифференцировки проводили обсчет
микрофотографий и вычисляли процентное от#
ношение тропонин#Т#позитивных клеток к об#
щему количеству ядер. Двухядерные кардиомио#
циты считали как две отдельные клетки.

Сбор образцов кондиционированной среды.
Среду для роста кардиомиоцитов (400 мкл),
кондиционированную в течение 48 ч, отбирали
и центрифугировали при 3000 g в течение 10 мин
при 4 °C. Надосадочную жидкость переносили в
новую пробирку и центрифугировали при 16 000 g
в течение 15 мин при 4 °C. Полученную надоса#
дочную жидкость использовали для выделения
РНК и ДНК (фракция супернатанта). Получен#
ный осадок растворяли в 1 мл PBS встряхивани#
ем, затем снова осаждали центрифугированием
при 16 000 g в течение 15 мин при 4 °C. Получен#
ный осадок растворяли в 400 мкл PBS и также
использовали для выделения РНК и ДНК (фрак#
ция осадка).

Выделение РНК и ДНК. Тотальную РНК из
клеток выделяли с помощью реагента Extract
RNA («Евроген», Россия) согласно рекоменда#
циям производителя. Тотальную РНК из образцов
среды выделяли с помощью реагента Trizol LS
согласно рекомендациям производителя. При

выделении РНК в реагент Trizol LS добавляли
синтетическую микроРНК C. elegans (cel#miR#
39#3p) для контроля качества выделения и тРНК
E. coli в качестве носителя. Тотальную ДНК вы#
деляли при помощи коммерческого набора
FlexiGene DNA kit («Qiagen», США) согласно
рекомендациям производителя. При выделении
ДНК из образцов кондиционированной среды к
ним добавляли плазмиду pLVTHM в количестве
5 нг для контроля качества выделения.

Реакция обратной транскрипции. Реакцию об#
ратной транскрипции тотальной РНК проводи#
ли при помощи набора MMLV RT kit («Евроген»,
Россия) согласно рекомендациям производителя.
Реакцию обратной транскрипции микроРНК
осуществляли индивидуально для каждой мик#
роРНК с помощью набора TaqMan MicroRNA
Reverse Transcription Kit («Thermo Fisher Scien#
tific», США) и наборов TaqMan Assay («Thermo
Fisher Scientific», США), перечисленных в табл. 1.

ПЦР в режиме реального времени. Измерение
уровней РНК в образцах проводили методом
ПЦР в режиме реального времени. Для опреде#
ления уровня экспрессии генов специфичный
фрагмент кДНК амплифицировали с помощью
праймеров, подобранных с использованием ал#
горитма Primer Blast (https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/tools/primer#blast/), а также смеси qPCRmix#
HSSYBR + LowROX («Евроген», Россия). Для
амплификации микроРНК использовали TaqMan
Universal Master Mix II no UNG и соответствую#
щий TaqMan Assay («Thermo Fisher Scientific»,
США) в соответствии с рекомендациями произ#
водителя. Число копий мтДНК в образцах кон#
диционированной среды также определяли ме#
тодом ПЦР в режиме реального времени. Амп#
лификацию участка мтДНК проводили с по#
мощью ранее опубликованных праймеров [29] и
смеси qPCRmix#HSSYBR + LowROX («Евроген»,
Россия). Для построения стандартной кривой в
качестве матрицы реакции использовали серию
разведений ПЦР#фрагмента известной длины.
Амплификацию WRPE#участка плазмиды pLVTHM
осуществляли аналогично мтДНК с помощью
соответствующих праймеров. Последователь#
ности использованных праймеров и номера на#
боров TaqMan приведены в табл. 1.

Анализ и статистическая обработка данных.
Для количественной оценки относительной
экспрессии генов использовали метод ΔΔCt, в
качестве референсного гена была взята последо#
вательность, кодирующая 18S РНК. Относи#
тельные количества микроРНК вычисляли по
формуле 2Сq, где Сq – значение порогового цик#
ла. Минимальное значение относительного ко#
личества среди экспериментальных групп при#
нимали за единицу. Для измерения количества
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Последовательности прямого и
обратного праймеров (5'–3')

GTGAAACAGTTTAGAAGAAAGGACA
GGCAGAATCAACAGCATCTCT

GATTGGAGGAGACACCCACTTTGA
CATGCACAGCCACCAGGAAGA

GGACCCGCCGCACTGACA
CTTCAGCAGCCGGCAGCAG

TGGATCACCTGAAAATGCTG
CGAAATCCCAAACTCCGATA

AGCACAGAAAGTCATCAAAG
AGGTGCTTCACTGTCATTTC

GTCAACGCCGTAGATGACC
TTGTTAGCCCCGTTCTTCAG

GGAGCCAATAAGGACATGCAGGAT
GGCAAAGTGGTCCAACAGCAGC

CTACTACGGAGAGGGCTGCT
CCAGGGTTGCACACTTTCTC

CTCTTTCCTCGTCAGGAAGC
GGCTGCTGGAAGGTAAACTC

ATGAGGAATCTGGCTGCTGT
CAGGAGAAAATGCCTTTGGA

GGGATTTTTGGCCCAAGAGGAATT
TGCGTACCAAGCAGTAATTCTCT

GCGGAGTGTAATCAGTATTTGGA
GCATTTGATCCCGTACAACCT

CGACACCCCAATCTCGATATG
GTTGCACAGATAGTGACCCGT 

CCAAGGACCCTAGAGCCGAA
ATAGGCGGGGTAGGCGTTAT

AGACCTTCGTTGCCCTCTGT
AGTTGTTGGGGCTCCTCAG

TCCAGGGGTGCTTTGTAAAC
GCTTCCAGGAATACCTTAGCTG

ACTACAGACCTCACAGTGCCA
GCCTAAGCTATTTGCACCAGT

CCAACTTCGAGATGCCAGTCT
GTCGATGTGTTACACCAGGAG

CCTCAGCCTTGTTTGTACTGTATG
TTTGGAAAGCTTGTCATAACTCCG

Мишень

MMP10

MMP24

GREM1

HEY1

HES1

NOTCH1

NOTCH3

DLL1

SNAI1

SNAI2

NF2

ISL1

GATA4

NKX2.5

CCND1

ATF2

MEF2A

MEF2C

CEBPA

Таблица 1. Последовательности праймеров и наборы, использованные в исследовании

Последовательности прямого и
обратного праймеров (5'–3')

GCCAGGAATTTGACGAAGTC
TGGTTGATTTTCCATCCCAT

AGCCTTCCAACTCCCTCATGGCA
TCCGGAAGAAACCCTTGCATCCT

GTAACCCGTTGAACCCCATT
CCATCCAATCGGTAGTAGCG

GGCACTGACAATTCCGTGGT
AGGGACGTAGCAGAAGGACG

ACTACAACCCTTCGCTGACG
GCGGTGATGTAGAGGGTGAT

Идентификационный номер

Hs00178579_m1

Hs01013996_m1

Hs00234253_m1

Hs00171558_m1

Hs00165949_m1

Hs01548727_m1

Идентификационный номер

cel#miR#39#3p ID 000200

hsa#miR#1#3p ID 002222

hsa#miR 21#5p ID 000397

hsa#miR#29b#2#3p ID 000413

hsa#miR#30c#5p ID 000419

hsa#miR#133a#3p ID 002246

hsa#miR#208a#3p ID 000511

hsa#miR#302b#3p ID 000531

hsa#miR#378a#3p ID 001314

hsa#miR#494#3p ID 002365

Мишень

FABP4

PPARG

18S rDNA

WRPE

мтДНК
(Mito_DS1.F,
Mito_DS1.R)

Мишень

SMAD6

STAT1

TGFBR2

TIMP1

TIMP3

MMP2

Мишень

miR#39

miR#1

miR#21

miR#29b#2

miR#30c

miR#133a

miR#208a

miR#302b

miR#378a

miR#494

Наборы TaqMan для ПЦР в режиме реального времени

Наборы TaqMan для обратной транскрипции и ПЦР 

в режиме реального времени микроРНК

копий фрагмента мтДНК строили стандартную
кривую и выводили уравнение прямой. Коэф#
фициенты уравнения были использованы для
количественной оценки числа копий мтДНК в

экспериментальных образцах. Статистический
анализ проводили в программах GraphPad Prism
v 5.0 (GraphPad Software, www.graphpad.com) и
R#Studio версии 1.0.53 c R версии 3.0.1. Для
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сравнения экспериментальных групп применя#
ли критерий Манна–Уитни с последующей кор#
рекцией множественных сравнений методом
Бенджамини–Хочберга. Использовали уровень
альфа, равный 0,05. Данные представлены в ви#
де среднего ± стандартная ошибка среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Характеристика кардиомиоцитов, дифферен@
цированных из иПСК. Для получения пациент#
специфичной культуры кардиомиоцитов ис#

пользовали линии иПСК клеток, ранее полу#
ченные и охарактеризованные в нашей лабора#
тории [26, 27]. В ходе проведения кардиодиффе#
ренцировки иПСК в течение 30 дней методом
модулирования сигнального пути Wnt/β#катенин и
последующей метаболической селекции (рис. 1, а)
наблюдали появление сокращающихся клеток,
которые положительно окрашивались на сер#
дечную изоформу тропонина Т и демонстриро#
вали характерную неупорядоченную структуру
саркомера (рис. 1, б). Для последующих экспе#
риментов выбирали лунки с высоким содержа#
нием кардиомиоцитов (88 ± 4)% (рис. 1, в). Ана#
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Рис. 1. Характеристика кардиомиоцитов, дифференцированных из индуцированных плюрипотентных стволовых клеток.
а – Схема протокола дифференцировки иПСК. Указаны временные точки забора экспериментальных образцов; б – им#
мунофлуоресцентная окраска дифференцированных кардиомиоцитов на сердечную изоформу тропонина Т (TNNT2), ядра
клеток окрашены DAPI; в – оценка эффективности дифференцировки иПСК; анализ экспрессии miR#302b (г), miR#1 (д),
miR#133a (е) и miR#208a (ж) соответственно. Обозначения: КМ – кардиомиоциты, NA – значение не определено. * p < 0,05
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лиз уровней экспрессии микроРНК, специфич#
ных для определенного типа клеток, выявил
преобладание miR#302b, характерной для плю#
рипотентных клеток, в недифференцированных
иПСК клетках (рис. 1, г) (326,3 ± 5,7 в иПСК
против 1,3 ± 0,2 в кардиомиоцитах). В то же вре#
мя дифференцированные из иПСК кардиомио#
циты обладали высоким уровнем экспрессии
кардиоспецифичных микроРНК (рис. 1, д–ж):
miR#1 (5,5 ± 1,3 в иПСК против 6960 ± 1778 в кар#
диомиоцитах), miR#133a (в иПСК не детектиро#
вана, в кардиомиоцитах присутствовала), miR#208a
(40,0 ± 15,8 в иПСК против 1,99e6 ± 4,72e5 в
кардиомиоцитах). Таким образом, было показа#
но, что на 30#й день дифференцировки иПСК
кардиомиоциты демонстрировали специфич#
ные для кардиомиоцитов признаки: спонтанные
сокращения, формирование поперечно#исчер#
ченного саркомера, экспрессию кардиоспеци#
фичных микроРНК.

Анализ экспрессии генов@регуляторов сигналь@
ных путей на 7@й день дифференцировки иПСК.
Ранее нами было продемонстрировано сниже#
ние активности сигнального пути Wnt/β#катенин
при кардиодифференцировке линий АКМП#
иПСК [26]. Для оценки вклада сниженной ак#
тивности сигнального пути Wnt/β#катенин в
процесс кардиодифференцировки иПСК была
измерена экспрессия 26 генов, кодирующих
белки#участники сигнальных путей ранней
дифференцировки иПСК (7#й день). Экспрес#
сия генов, регулирующих процессы фиброза
(SMAD, STAT1, TGFBR2, TIMP1, TIMP3, MMP2,
MMP10, MMP24, GREM1) и адипогенной диф#
ференцировки (CEBPA, FABP4, PPARG), не раз#
личалась на 7#й день дифференцировки АКМП#
иПСК и контрольных иПСК (табл. 2). Экспрес#
сия двух генов#мишеней сигнального пути
Notch, HEY1 и HES1, была повышена, что сви#
детельствует о возможной активации этого пу#
ти. Таким образом, в ходе дифференцировки
АКМП#иПСК активации сигнальных путей,
связанных с развитием фиброза и адипогенной
дифференцировки, не наблюдалось.

Анализ уровней микроРНК в различных фрак@
циях кондиционированной среды. Для количест#
венной оценки внеклеточной микроРНК мето#
дом ПЦР в режиме реального времени были из#
мерены уровни 8 микроРНК в двух фракциях
кондиционированной среды от дифференциро#
ванных кардиомиоцитов – фракции осадка, по#
лученного центрифугированием при 16 000 g, и
фракции супернатанта. Уровни miR#1, miR#21,
miR#133a, miR#208a, miR#378a, miR#494 были
достоверно выше во фракции супернатанта по
сравнению с фракцией осадка (рис. 2, а, б, д–з).
Уровни miR#29b#2 и miR#30c во фракциях супер#

натанта и осадка не различались (рис. 2, в, г).
Уровни miR#21, miR#29b#2, miR#378a во фрак#
ции супернатанта были повышены в образцах
среды от АКМП#кардиомиоцитов по сравне#
нию с соответствующей фракцией среды от
контрольных кардиомиоцитов (рис. 2, б, г, з)
(76,5 ± 9,8 против 9,9 ± 1,2 – для miR#21, 19,9 ± 2,7
против 6,8 ± 0,6 – для miR#29b#2, 203,2 ± 24,4
против 87,8 ± 13,2 – для miR#378a). Уровни
miR#1 и miR#133a были повышены в обеих
фракциях образцов среды от АКМП#кардиомио#
цитов по сравнению с контрольными кардио#
миоцитами (рис. 2, а, д) (32,4 ± 5,3 против
14,8 ± 3,6 – для miR#1 в супернатанте, 4,2 ± 0,6
против 2,0 ± 0,2 – для miR#1 в осадке, 44,6 ± 8,5
против 14,5 ± 1,7 – для miR#133a в супернатан#
те, 3,5 ± 0,3 против 2,4 ± 0,1 – для miR#133a в
осадке). Таким образом, было показано, что не#
которые микроРНК присутствуют преимущест#
венно во фракции супернатанта. Также были вы#
явлены микроРНК, уровень которых был повы#
шен в образцах среды от АКМП#кардиомиоци#
тов по сравнению с контрольными образцами.

Анализ внутриклеточных уровней микроРНК в
пациент@специфичных кардиомиоцитах, диффе@
ренцированных из иПСК. Чтобы определить, яв#
ляется ли повышенный уровень miR#1, miR#21,
miR#29b#2, miR#133a и miR#378a во фракциях
кондиционированной среды от АКМП#кардио#
миоцитов следствием повышенного содержа#
ния этих микроРНК внутри клетки, был прове#
ден количественный анализ данных микроРНК
в дифференцированных из иПСК кардиомио#
цитах. Было показано, что внутриклеточные
уровни miR#1, miR#21, miR#29b#2, miR#133a и
miR#378a в АКМП#кардиомиоцитах не отлича#
ются от контрольных кардиомиоцитов (рис. 3,
а–д). Таким образом, было установлено отсут#
ствие различий экспрессии исследуемых мик#
роРНК в клетках.

Количественный анализ мтДНК в различных
фракциях кондиционированной среды. Для коли#
чественной оценки внеклеточной мтДНК во
фракциях кондиционированной среды методом
ПЦР в режиме реального времени было опреде#
лено абсолютное количество копий амплифи#
цированного участка мтДНК (рис. 4). Различий
в содержании мтДНК между фракциями среды
обнаружено не было. Однако уровень мтДНК во
фракции супернатанта от АКМП#кардиомио#
цитов был достоверно понижен по сравнению
с образцами контрольных кардиомиоцитов
(2,6e9 ± 5,6e8 копий против 5,8e9 ± 6,4e8 ко#
пий). Таким образом, было показано, что коли#
чество мтДНК во фракции супернатанта образ#
цов среды от АКМП#кардиомиоцитов пониже#
но по сравнению с контролем.
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Ген

SMAD6

STAT1

TGFBR2

TIMP1

TIMP3

MMP2

MMP10

MMP24

GREM1

HEY1

HES1

NOTCH1

NOTCH3

DLL1

SNAI1(SNAIL)

SNAI2(SLUG)

NF2

ISL1

GATA4

NKX2.5

CCND1

ATF2

MEF2A

MEF2C

CEBPA

FABP4

PPARG

Значение p

1,00

0,69

0,42

0,15

0,55

0,42

1,00

0,66

0,61

0,02*

0,03*

0,43

0,69

0,22

0,55

0,84

0,06

0,06

0,42

0,69

0,06

0,69

0,55

0,10

0,22

0,69

0,25

Таблица 2. Анализ экспрессии генов#регуляторов сигнальных путей на 7#й день кардиодифференцировки иПСК

Кратность
различий

экспрессии
относительно

контроля

1,2

0,9

0,7

0,4

2,2

2,3

1,1

0,9

1,2

1,3

1,8

1,4

1,0

1,5

0,9

1,0

1,7

0,5

0,8

2,8

0,7

1,3

1,2

0,6

0,8

5,8

8,2

Транскрипт (RefSeqID)

NM_005585.4

NM_007315.3, NM_139266.2

NM_001024847.2, NM_003242.5

NM_003254.2

NM_000362.4

NM_001127891.2, NM_001302508.1, NM_001302509.1, 

NM_001302510.1, NM_004530.5

NM_002425.2

NM_006690.3

NM_001191323.1, NM_013372.6

NM_012258.3, NM_001040708.1

NM_005524.3

NM_017617.4

NM_000435.2

NM_005618.3

NM_005985.3

NM_003068.4

NM_000268.3, NM_016418.5, NM_181828.2, NM_181829.2,

NM_181830.2, NM_181832.2, NM_181825.2, NM_181831.2

NM_002202.2

NM_002052.4

NM_004387.3, NM_001166175.1, NM_001166176.1

NM_053056.2

NM_001880.3, NM_001256090.1, NM_001256091.1, NM_001256092.1,

NM_001256093.1, NM_001256094.1

NM_005587.3, NM_001130926.2, NM_001130927.2, NM_001130928.2,

NM_001171894.2, NM_001319206.1, NM_001352614.1, NM_001352615.1,

NM_001352616.1, NM_001352617.1, NM_001352618.1

NM_002397.4, NM_001131005.2, NM_001193347.1, NM_001193348.1,

NM_001193349.1, NM_001193350.1, NM_001308002.1

NM_004364.4

NM_001442.2

NM_138712.3, NM_015869.4, NM_138711.3, NM_005037.5,

NM_001330615.1, NM_001354666.1, NM_001354667.1,

NM_001354668.1,NM_001354669.1, M_001354670.1

* p < 0,05.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В последнее время большое внимание уделя#
ется использованию циркулирующих мик#
роРНК в качестве биомаркеров заболеваний
[30]. Анализ микроРНК, содержащихся в плаз#
ме крови, доказал существование определенных
циркулирующих микроРНК, качественные и
количественные изменения которых могут сви#
детельствовать о развитии патологических про#
цессов [30–32].

В настоящем исследовании в качестве кле#
точной модели была использована культура па#
циент#специфичных кардиомиоцитов, диффе#
ренцированных из иПСК. Несмотря на то, что
полученные таким образом кардиомиоциты
имеют фенотип эмбриональных и отличаются
по многим параметрам от зрелых кардиомиоци#
тов человека, они обладают пациент#специфич#
ным генотипом и схожим со зрелыми кардио#
миоцитами паттерном экспрессии генов, что де#
лает их ценной моделью для исследований пато#
логий сердечно#сосудистой системы [33].

Полученные пациент#специфичные кардио#
миоциты демонстрировали высокий уровень

экспресии кардиоспецифичных miR#1, miR#133a,
miR#208a и обладали низким уровнем экспрес#
сии miR#302a, специфичной для плюрипотент#
ных клеток. Это согласуется с ранее опублико#
ванными данными по экспрессии генов в про#
цессе кардиодифференцировки плюрипотент#
ных стволовых клеток человека [34].

Ранее на различных клеточных моделях
АКМП было показано, что в клетках, несущих
ассоциированные с АКМП мутации, происхо#
дит активация сигнальных путей, регулирующих
процессы фиброза и адипогенной дифференци#
ровки [35–37]. В результате анализа экспрессии
генов#регуляторов сигнальных путей в процессе
кардиодифференцироввки АКМП#иПСК нами
не было обнаружено различий в экспрессии
профибротических и проадипогенных генов
между АКМП#кардиомиоцитами и контроль#
ными кардиомиоцитами на раннем этапе диф#
ференцировки. На основании полученных дан#
ных можно сделать вывод о том, что соответ#
ствующие сигнальные пути в используемой мо#
дели не были активированы. Полученные ре#
зультаты согласуются с данными о важной роли
внешней стимуляции в регуляции сигнальных
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Рис. 2. Анализ уровней микроРНК в различных фракциях кондиционированной среды от пациент#специфичных кардио#
миоцитов. Анализ экспрессии miR#1 (а), miR#21 (б), miR#29b#2 (в), miR#30c (г), miR#133a (д), miR#208a (е), miR#378a (ж)
и miR#494 (з). Обозначения: Суп. – фракция супернатанта, Ос. – фракция осадка. * p < 0,05
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путей [37], а также участии других типов клеток
миокарда, например, мезенхимных клеток, в
развитии фенотипа АКМП [38].

При анализе уровней микроРНК во фракци#
ях кондиционированной среды от кардиомио#
цитов было обнаружено, что содержание мик#
роРНК различается между фракциями. Уровни
большинства исследованных микроРНК были в
разы� выше во фракции супернатанта. Эти дан#
ные согласуются с ранее опубликованными ис#
следованиями, в которых было показано, что
внеклеточные микроРНК часто находятся в сос#
таве белковых комплексов и микровезикул ма#
лого размера, не осаждаемых при использован#
ном нами режиме центрифугирования [6–8].

В результате количественной оценки вне#
клеточных микроРНК было обнаружено повы#

шение уровней кардиоспецифичных miR#1 и
miR#133a в кондиционированной среде от
АКМП#кардиомиоцитов. Ранее было показано,
что появление этих микроРНК в плазме являет#
ся индикатором повреждения миокарда [39].
Также было установлено повышение внеклеточ#
ных уровней miR#21 и miR#29b#2, вовлеченных
в регуляцию процессов фиброза. Известно, что
miR#21 способствует развитию фиброза [40, 41],
в то время как miR#29b#2 наряду с miR#133a, на#
оборот, осуществляют негативную регуляцию
про#фибротических генов [42, 43]. В образцах
кондиционированной среды от АКМП#кардио#
миоцитов был повышен уровень miR#378a. Из#
вестно, что miR#378a экспрессируется в адипо#
цитах, играет важную роль в метаболизме жир#
ных кислот и может являться индикатором по#
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Рис. 3. Анализ экспрессии микроРНК в пациент#специфичных кардиомиоцитах. Анализ экспрессии miR#1 (а), miR#21 (б),
miR#29b#2 (в), miR#133a (г) и miR#378a (д) 
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явления жировых клеток или изменения мета#
болизма мышечных клеток, в т.ч. кардиомиоци#
тов [44].

С целью определения, являются ли обнару#
женные изменения уровней микроРНК след#
ствием усиления их секреции клеткой или ре#
зультатом повышения количества этих мик#
роРНК в клетках, была проведена оценка внут#
риклеточного содержания этих микроРНК.
Уровни внутриклеточных микроРНК между
АКМП#кардиомиоцитами и контролем не раз#
личались. Таким образом, можно предполо#
жить, что причиной наблюдаемых изменений в
уровнях микроРНК в кондиционированной
среде являются различия в регуляции секреции
этих микроРНК.

Для проверки гипотезы о роли внеклеточной
мтДНК в индукции воспаления в миокарде бы#
ла проведена количественная оценка содержа#
ния внеклеточной мтДНК в кондиционирован#
ной среде от дифференцированных кардиомио#

цитов. Было показано снижение уровня мтДНК
в образцах среды от АКМП#кардиомиоцитов.
Полученные данные позволяют предположить, что
развитие воспаления, наблюдаемое в патогенезе
АКМП, не связано с секретируемой мтДНК.

Полученные результаты носят характер
предварительного скрининга in vitro, в дальней#
шем планируется их проверка и подтверждение
на биологическом материале, полученном от
пациентов с АКМП. Перспективным подходом
является использование перикардиальной жид#
кости, омывающей миокард [45]. Использова#
ние перикардиальной жидкости позволит детек#
тировать внеклеточные микроРНК и мтДНК,
секретируемые непосредственно миокардом,
что повысит специфичность их количественно#
го измерения.
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Рис. 4. Оценка уровня мтДНК в различных фракциях кон#
диционированной среды от пациент#специфичных кардио#
миоцитов. Представлено абсолютное количество копий
фрагмента мтДНК. Обозначения: Суп. – фракция суперна#
танта, Ос. – фракция осадка. * p < 0,05
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Nowadays, differential diagnosis of arrhythmogenic cardiomyopathy (ACM) during the latent phase of the disease is
challenging. Thus, a search for early biomarkers of arrhythmogenic cardiomyopathy is of particular interest.
Extracellular nucleic acids serve as reliable biomarkers of various diseases, since they are highly specific and stable,
and they could be easily detected. In the present study, extracellular levels of miRNAs and mitochondrial DNA in
conditioned medium from cardiomyocytes were evaluated. The ACM patient#specific iPSC#derived cardiomyocytes
and matched healthy#control iPSC#derived cardiomyocytes were used. Differentially expressed microRNAs were
revealed, suggesting their use as potential biomarkers of arrhythmogenic cardiomyopathy.
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