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Появление технологий высокопроизводительного секвенирования позволило расширить наше
представление о биологической значимости некодирующих участков генома человека. В последние
годы появляется все больше исследований, посвященных изучению роли некодирующих РНК в
развитии болезней, а также их участия в различных клеточных процессах. До настоящего времени
все полнотранскриптомные исследования нативной плацентарной ткани с описанием области не-
кодирующей РНК проводили без выделения отдельных клеточных популяций. Такой подход, ввиду
высокой клеточной гетерогенности плацентарной ткани, существенно усложняет возможность
определения молекулярно-биологических функций отдельных клеток и их роли в молекулярном
патогенезе репродуктивных нарушений. В представленной работе предложена методика получения
тотальной РНК из единичных децидуальных клеток замороженной плацентарной ткани, получен-
ных с помощью технологии лазерной микродиссекции, для последующего секвенирования полного
транскриптома, включая кластер некодирующих РНК. Данная методика может быть успешно ис-
пользована при изучении полногеномного профиля экспрессии в других клеточных популяциях
плаценты. Высокая точность результатов транскриптомного профилирования децидуальных кле-
ток, полученных с помощью разработанной методики, дополнительно подтверждается интегратив-
ным анализом с данными эксперимента, выполненного на платформе 10х Genomics.
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Плацента человека давно стала предметом
научного интереса, так как играет ключевую
роль в установлении равновесия и толерантно-
сти на уровне системы мать‒плод. Это динамич-
ный и неоднородный орган со множеством вы-
полняемых функций, критически важных для
успешного протекания беременности. По строе-
нию плацента представляет собой гетерогенное
образование, состоящее из клеток материнского
и эмбрионального происхождения, организо-
ванных в виде многослойных ворсинчатых еди-
ниц [1]. Вариабельность экспрессии генов в пла-
центарной ткани на уровне транскриптома ис-
следуют с использованием различных подходов,
как при анализе цельной ткани, так и с выделени-
ем отдельных клеток. Значительные отличия по
клеточному составу и профилю экспрессии среди

плацентарных компартментов свидетельствуют о
необходимости рассмотрения ландшафта экс-
прессии на уровне отдельных клеточных субпо-
пуляций [2–7]. Одним из решающих событий
для успешной имплантации эмбриона и разви-
тия плаценты считается гормонально контроли-
руемая дифференцировка стромальных клеток
эндометрия в децидуальные клетки и формиро-
вание децидуальной оболочки. В литературе
особенно подчеркивается важный вклад дециду-
альных стромальных клеток и их микроокруже-
ния в иммунный контроль над инвазией трофоб-
ласта, процессы ремоделирования тканей и нор-
мального развития плода [8, 9]. Таким образом,
децидуальные стромальные клетки служат ос-
новным функциональным клеточным компонен-
том в децидуальной ткани плаценты, выполняя
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трофическую, гормональную, защитную, имму-
норегуляторную и гемопоэтическую функции, в
связи с чем анализ их транскрипционной активно-
сти с использованием новых молекулярно-генети-
ческих методов актуален, как с теоретической точки
зрения, так и с позиции предиктивной медицины.

Современные технологии высокопроизводи-
тельного секвенирования относятся к мощным
инструментам для исследования молекулярных
механизмов реализации генетической информа-
ции, дифференцировки клеток, межклеточного
сигналинга, а также для идентификации актив-
ных биологических процессов [10]. Фокус иссле-
дований в последние годы все больше смещается
к анализу генома, транскриптома и эпигенома на
уровне отдельных клеток. Однако для получения
полных и достоверных данных о характере экс-
прессии в том или ином эксперименте необходи-
мо владеть методикой получения единичных кле-
ток и/или клеточных субпопуляций и преодолеть
проблему деградации РНК в процессе работы с
тканью. Благодаря появлению технологии 10х оха-
рактеризован транскриптомный профиль боль-
шинства структурных клеток плаценты, однако
возможности этого метода ограничены лишь бе-
локкодирующей частью генома. Наряду с этим
появляется все больше данных, на основании
которых становится очевидной важная роль не-
кодирующих РНК в механизмах эпигенетиче-
ской регуляции экспрессии генов и связь аббе-
рации нетранслируемых участков генома с раз-
витием заболеваний у человека [11–14], включая
нарушение процессов имплантации эмбриона и
патологическое течение беременности [15–17].

В представленном исследовании разработан
протокол полнотранскриптомного анализа RNA-
seq единичных децидуальных клеток свежезамо-
роженной ткани плаценты, полученных с помо-
щью технологии лазерной микродиссекции.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реактивы и оборудование. Для приготовления

всех фиксирующих и красящих растворов в рабо-
те использована вода без РНКаз, не обработанная
диэтилпирокарбонатом (DEPC), и чистый пере-
гнанный спирт; для получения осушенного эта-
нола использовали молекулярные сита с диамет-
ром пор 3 Å (15 г гранул молекулярного сита на
500 мл этанола); набор Single Cell RNA Purifica-
tion kit (“Norgen Biotek”, Канада) для выделения
РНК из клеток; ингибитор РНКаз RiboLock (“Ther-
mo Fisher Scientific”, США); набор SMARTer
Stranded Total RNA-Seq kit v2 (“Takara BIO”, Япо-
ния) для синтеза полнотранскриптомных биб-
лиотек. Для получения тонких срезов из заморо-
женных тканей использовали криостат Thermo
Microm HM525 (“Thermo Fisher Scientific”) и
предметные стекла с мембраной из полиэтилен-

нафталата (PEN), свободные от РНКаз/ДНКаз
(“Carl Zeiss”, Германия). Лазерную микродиссек-
цию проводили на оборудовании PALM MicroBeam
UV (“Carl Zeiss”) с использованием пробирок с
адгезивной крышкой той же фирмы. Для оценки
качества и количества выделенной РНК исполь-
зовали набор High Sensitivity RNA ScreenTape kit и
прибор TapeStation 4150 (“Agilent Technologies”,
США). Размер полученных библиотек также оце-
нивали с использованием прибора TapeStation
4150 и набора High Sensitivity D1000 ScreenTape kit.
Концентрацию библиотек измеряли на флуоримет-
ре Qubit 3.0 (“Thermo Fisher Scientific”).

Биобанк тканей: сбор и хранение. Образцы, ис-
пользуемые в работе, были получены при биоп-
сии плацентарной ткани в макроскопически нор-
мальных областях, исключая участки кровоизли-
яний, сразу после отделения плаценты согласно
протоколу, описанному S. Robson и соавт. [18].
Биоптаты ткани вырезали из материнской части
плаценты вблизи пуповины размером 5 × 5 мм,
глубиной около 3 мм. Полученный материал не-
медленно промывали физиологическим раство-
ром и помещали в криопробирки, которые хра-
нили в жидком азоте, чтобы свести к минимуму
деградацию РНК и изменение экспрессии неко-
торых генов в связи с некрозом/ишемией ткани.
Все собранные ткани длительно хранили в резер-
вуарах с жидким азотом.

Криодиссекция. Из замороженной плацентар-
ной ткани получали срезы толщиной 7 мкм и по-
мещали их на предварительно охлажденные стекла
с мембраной из PEN. Готовые стекла со срезами
замораживали и оставляли в криостате до начала
окрашивания.

На этом этапе были соблюдены все необходи-
мые условия проведения эксперимента: 1) непо-
средственно перед процедурой получения срезов
спиртосодержащими детергентами тщательно про-
мывали столик криостата, лезвие ножа, патроны
для тканей и пинцеты; 2) патроны и пинцеты до-
полнительно обрабатывали раствором RNaseZap
(“Thermo Fisher Scientific”) и ультрафиолетом для
деконтаминации рабочих поверхностей; 3) пин-
цеты, предметные стекла, фиксирующие и окра-
шивающие растворы предварительно охлаждали
до ‒30…‒45°С (для предотвращения оттаивания
срезов и деградации РНК в процессе работы с
тканью).

Окрашивание. Для визуализации ткани исполь-
зовали модифицированную методику окраски ге-
матоксилином-эозином. Готовые замороженные
стекла вынимали из криостата и помещали на
охлажденный до –30°С элемент, где срезы немед-
ленно фиксировали в 70%-ном этаноле в течение
90 с. Далее стекло однократно промывали в 1 мл
деионизованной воды, свободной от РНКаз,
ДНКаз и пирогенов, и наносили водный раствор
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гематоксилина на 90 с, после чего повторяли проце-
дуру промывки. После удаления гематоксилина на
срезы наносили водный раствор эозина на 10‒12 с,
затем стекло быстро промывали этанолом в воз-
растающей концентрации: 70 → 95 → 100%.

Окрашенные стекла быстро и тщательно просу-
шивали для предотвращения образования конден-
сата в процессе их транспортировки и хранения.
РНК в зафиксированных таким образом клетках
стабильна в течение 24 ч. Для длительного хране-
ния (до 1 мес.) готовые стекла помещали в специ-
альные боксы с селикагелем и хранили при тем-
пературе не выше –70°С [19].

В качестве альтернативного красителя в прото-
колах подготовки срезов для лазерной микродис-
секции нередко используют крезил фиолетовый
(Cresyl violet) [19–21]. При работе с этим красите-
лем отпадает необходимость в этапе регидратации
тканей, что относится к несомненным плюсам, так
как эндогенные РНКазы остаются неактивными
на протяжении всего времени окрашивания. В ра-
боте M. Cummings и соавт. [19] приведен протокол
успешного использования крезила в эксперимен-
тах с тканями эндометрия. Однако при воспроиз-
ведении данной методики было установлено, что
для визуализации децидуальных клеток плаценты
этот краситель оказался мало пригоден ‒ на окра-
шенных таким образом препаратах четко видны
клетки трофобласта, имеющие большое ядро и
мало цитоплазмы, тогда как контуры децидуаль-
ных клеток почти неразличимы из-за слабо про-
крашенной цитоплазмы (рис. 1).

Лазерная микродиссекция. Процедуру лазерной
микродиссекции проводили на приборе PALM
MicroBeam UV, оснащенном инвертированным
микроскопом Axio Observer Z1 и камерой Аxiocam
MRm (“Carl Zeiss”). В ходе эксперимента прово-
дили диссекцию 1000 морфологически однород-

ных децидуальных клеток (рис. 1б) в специальных
пробирках (см. “Реактивы и оборудование”), пред-
варительно обработанных ультрафиолетом в тече-
ние 15 мин, после чего полученный материал лизи-
ровали в 100 мкл свежеприготовленного RL-буфера
(“Norgen Biotek”), содержащего 1 мкл β-меркапто-
этанола. Клеточный лизат тщательно перемеши-
вали и приступали к выделению РНК. Дополни-
тельно стоит отметить, что при диссекции инте-
ресующих областей соблюдали рекомендованное
[20, 22] ограничение по времени ‒ не более 2 ч на
стекло в целях сохранения РНК максимального
качества.

Выделение и контроль качества РНК. Для выде-
ления тотальной РНК использовали набор Single
Cell RNA Purification kit (“Norgen Biotek”). Вкрат-
це методика выделения РНК, предлагаемая при
использовании этого набора, состоит в следую-
щем. Растворенный клеточный лизат, после пред-
варительной инкубации и осаждения 70%-ным
этанолом, помещали на колонки. В результате не-
скольких циклов центрифугирования и отмывки
Wash-буфером (входит в набор) на мембране ко-
лонки сорбируются нуклеиновые кислоты. Для
удаления примесей геномной ДНК через колонку
пропускали раствор ДНКазы I, который затем
вновь наносили на фильтр колонки и инкубиро-
вали, после чего колонку промывали Wash-буфе-
ром и элюировали с нее очищенную РНК. Все
этапы работы проводили согласно протоколу и ре-
комендациям производителя с небольшой моди-
фикацией: перед процедурой элюирования РНК с
колонки на дно пробирки вносили ингибитор
РНКаз RiboLock (“Thermo Fisher Scientific”) в кон-
центрации 20 U в 14 мкл элюирующего буфера.
Для оценки качества (RIN) и количества выде-
ленной РНК двухмикроллитровую аликвоту по-
лученного элюата анализировали с помощью си-

Рис. 1. Децидуальная ткань плаценты человека (срез). Микрофотографии окрашенных Cresyl violet ядер децидуальных
клеток (а) и окрашенных гематоксилином-эозином скоплений децидуальных клеток. Увеличение 150×.

а б150 �m 150 �m
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стемы автоматического гель-электрофореза на
приборе TapeStation 4150 (рис. 2).

Подготовка библиотек, оценка размерности, сек-
венирование. Синтез библиотек для полнотран-
скриптомного анализа проводился набором
SMARTer Stranded Total RNA-Seq kit v2 (“Takara
BIO”), адаптированного для работы с низкими
входными концентрациями. Сразу после получе-
ния экстрагированной РНК, не более чем через 1 ч,
ее фрагментировали при 82°С в течение 3.5 мин и
проводили реакцию обратной транскрипции.
Условия фрагментации были подобраны экспери-
ментально, исходя из величины показателя RIN
(неопубликованные данные). Синтезированную
кДНК хранили при ‒20°С в течение двух месяцев.
Дальнейшие этапы подготовки библиотек выпол-
няли строго по протоколу производителя с выбо-
ром 15 циклов конечной амплификации. Продук-
ты ПЦР очищали, используя технологию магнит-
ных частиц AMPure XP (“Beckman Coulter Inc.”,
США). Вкратце так. Реакционную смесь инкуби-
ровали с магнитными частицами ‒ при этом с по-
верхностью частиц связываются фрагменты ДНК
размером более 100 п.н. Пробирки с магнитными
частицами помещали на магнитный штатив и
дважды промывали свежеприготовленным 80%-
ным этанолом. Очищенную библиотеку элюиро-
вали с магнитных частиц 15 мкл ТЕ-буфера (вхо-
дит в комплект набора SMARTer Stranded Total
RNA-Seq kit v2), после чего одномикролитровую
аликвоту полученного раствора использовали для
количественного определения концентрации
ДНК с помощью флуориметра Qubit 3.0 (“Thermo
Fisher Scientific”). Для оценки размера фрагмен-
тов библиотеки системой автоматического гель-
электрофореза использовали набор High Sensitiv-
ity kit для прибора TapeStation 4150 (рис. 3).

При моделировании эксперимента для подго-
товки библиотек секвенирования мы также ис-
пользовали альтернативный набор ‒ CORALL
Total RNA-Seq Library Prep kit (“Lexogen”, Ав-
стрия) ‒ с дополнительным комплектом реаген-
тов для истощения рибосомной РНК ‒ RiboCop
rRNA Depletion kit (“Lexogen”). В связи с тем, что
дизайн представленной работы предполагал по-
следовательное и непрерывное проведение этапов
получения окрашенных срезов, диссекции клеток,
выделения РНК и синтеза стабильной кДНК, ми-
нуя этап хранения РНК, наиболее удобным оказа-
лось использование набора SMARTer Stranded Total
RNA-Seq kit v2. Согласно протоколу SMARTer, вре-
мя получения кДНК составляет 2.5 ч, после чего
образцы можно поместить на ‒20°С на срок до од-
ного месяца, в то время как при использовании на-
бора фирмы “Lexogen” время до получения кДНК
и возможности безопасного прерывания протоко-
ла составляет более 4 ч (так как вначале необходи-
мо провести очистку тотальной РНК от рибосом-
ных компонентов), что существенно усложняет ра-
боту.

Для оценки производительности наборов бы-
ло синтезировано две библиотеки из одного и то-
го же образца плацентарной ткани, с одинаковым
количеством входного материала (500 пг). Ниже
представлено сравнение полученных библиотек,
просеквенированных в одном запуске, по ряду
параметров (табл. 1). Безусловно, мы не претен-
дуем на точность оценки эффективности этих
двух наборов на основании полученных данных ‒
это задача специальных исследований.

Как видно из приведенных данных, при ис-
пользовании набора фирмы “Takara BIO” выход
кДНК выше, чем для набора от “Lexogen”, при
равном исходном количестве материала. Допол-

Рис. 2. Электрофореграмма тотальной РНК, выделенной из децидуальных клеток плаценты. Концентрация РНК в об-
разце ‒ 1.3 нг/мкл, RIN ‒6.7. Указаны позиции 18S и 28S рибосомных РНК.
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нительно хочется отметить, что набор SMARTer
Stranded Total RNA-Seq kit v2 (“Takara BIO”) име-
ет минимальный порог в 250 пг для концентрации
РНК на входе, тогда как для набора CORALL Total
RNA-Seq Library Prep Kit установлен порог в 1 нг.

Биоинформатическая обработка данных. Ниже
приведено описание данных секвенирования
трех библиотек, подготовленных набором
SMARTer Stranded Total RNA-Seq Kit v2. Каждая
библиотека получена из индивидуального биоп-
тата плаценты и представляет транскриптом пула
1000 морфологически однородных децидуальных
клеток. Расчетное число прочтений на образец
составляло не менее 20 млн. Полученные данные
РНК-секвенирования выравнивали на hg38-
сборку человеческого генома в программе STAR
(https://sites.google.com/site/spiketrainanalysiswithr),
после чего проводили подсчет прочтений, прихо-

дящихся на отдельные гены с использованием па-
кета HTSeq согласно базе данных GENCODE V19
(https://www.gencodegenes.org/human/). Дальней-
шую обработку проводили в программной среде
R с использованием пакета edgeR (https://biocon-
ductor.org/packages/release/bioc/html/edgeR.html).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В проведенный нами анализ было включено
усредненное число транскриптов по трем образ-
цам (16844), для которых число прочтений на
миллион (CPM) составляло не менее 1 (CPM ≥ 1).
Показатель CPM в данном случае использовали
для компенсации смещения между образцами
при вычислении уровня экспрессии генов. Как
видно из данных, представленных в табл. 2, боль-
шинство активных областей транскрипции соот-

Рис. 3. Оценка размера библиотеки системой капиллярного гель-электрофореза на приборе TapeStation 4150 с реаген-
тами High Sensitivity D1000 ScreenTapes kit. Приведенные значения интенсивности флуоресценции нормализованы по
стандарту для High Sensitivity D1000 ScreenTapes kit. Готовые библиотеки объединяли в пул и выполняли одноконцевое
прочтение 75 циклов на платформе Illumina Next-seq 500 (“Illumina, Inc.”, США).
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Таблица 1. Сравнение библиотек, полученных при использовании CORALL Total RNA-Seq Library Prep kit
(“Lexogen”) и SMARTer Stranded Total RNA-Seq kit v2 (“Takara BIO”)

Параметры CORALL Total RNA-Seq 
Library Prep kit

SMARTer Stranded Total 
RNA-Seq kit v2

Входное количество РНК, нг 0.5 0.5

Концентрация полученной библиотеки, нг/мкл 11.4 12.4

Размер библиотеки, п.н. 238.0 336.0

Число выровненных прочтений, млн 11.5 12.8

Содержание дубликатов, % 21.8 35.1

Содержание GC, % 53.0 52.0
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ветствует белоккодирующим участкам генома че-
ловека (13683). В то же время около 20% от всей
совокупности идентифицированных в дециду-
альных клетках транскриптов приходится на не-
транслируемые регионы. В этом кластере преоб-
ладают антисмысловые и длинные некодирующие
РНК и присутствуют последовательности транс-
крибируемых с псевдогенов РНК, микроРНК, ма-
лых ядрышковых РНК и других транскриптов.

Для сравнения полученных в этом экспери-
менте данных были привлечены результаты сек-
венирования плацентарной ткани с помощью
технологии Chromium (SRS3815606) фирмы
“10x Genomics” (США; https://panglaodb.se/view_
data.php?sra=SRA782908&srs=SRS3815606). Про-
веден интегративный анализ, который включал
максимальное число клеток плацентарной тка-
ни, исследованное с применением технологии
секвенирования единичных клеток 10x. С целью
объединить полученные нами данные и резуль-
таты 10x chromium секвенирования клеток пла-
центы мы нормализовали число прочтений в ис-
следованных нами образцах на медианное число

прочтений, приходящихся на одну клетку, во
внешнем эксперименте. После этого нормали-
зованные данные добавляли к опубликованным
для 10x chromium как отдельные клетки с присво-
ением новых уникальных индексов и вновь обра-
батывали с использованием библиотеки Seurat
(https://cran.r-project.org/web/packages/Seurat/in-
dex.html). По результатам кластеризации объеди-
ненного набора данных полученные нами биб-
лиотеки локализуются в кластере децидуальных и
эритроидных клеток (рис. 4).

На основании представленных результатов
можно говорить о возможности применения ла-
зерной микродиссекции для получения дискрет-
ных клеточных популяций из гетерогенных тка-
ней и последующего анализа транскриптома. Ее
эффективность сравнима с передовыми метода-
ми транскриптомики: секвенированием единич-
ных клеток (scRNA-seq) и секвенированием от-
дельных ядер (snRNA-seq). Эти две технологии,
безусловно, относятся к самым высокопроизво-
дительным на современном этапе, но при реали-

Таблица 2. Аннотация полученных в работе транскриптов

aКатегории идентифицированных транскриптов приведены в соответствии с классификаторами GENCODE V19. 
bДанные представлены в виде среднего для трех просеквенированных библиотек.

Идентифицированные транскриптыa Число 
транскриптовb

Антисмысловая РНК (antisense RNA) 685

Длинная некодирующая РНК (lncRNA) 689

МикроРНК (miRNA) 40

Неидентифицированная РНК (misc_RNA) 131

Митохондриальная рРНК (Mt_rRNA) 2

Митохондриальная тРНК (Mt_tRNA) 14

Полиморфный псевдоген (polymorphic_pseudogene) 3

Процессированный псевдоген (processed_pseudogene) 470

Процессированный транскрипт (processed_transcript) 134

Белоккодирующий транскрипт (protein_coding) 13683

рРНК (rRNA) 55

Интронные последовательности (sense_intronic) 89

Перекрывающиеся транскрипты (sense_overlapping) 27

Малая ядрышковая РНК (snoRNA) 109

Малая ядерная РНК (snRNA) 48

Транскрибируемый процессированный псевдоген (transcribed_processed_pseudogene) 74

Транскрибируемый непроцессированный псевдоген (transcribed_unprocessed_pseudogene) 177

Непроцессированный псевдоген (unprocessed_pseudogene) 89
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зации прикладных задач уступают лазерной мик-
родиссекции в экономическом аспекте.

К ограничениям лазерной микродиссекции
стоит отнести методологически сложную техно-
логию и главную проблему ‒ поддержание моле-
кулярной целостности РНК. На деградацию РНК
влияет много факторов: способ хранения тканей,
метод окраски, скорость диссекции и др. Несо-
блюдение температурного режима на любом из
этапов также может привести к существенной по-
тере РНК. Кроме того, необходимо учитывать,
что для разных типов тканей характерно различ-
ное содержание РНКаз и их ингибиторов. Ввиду
перечисленных причин уже имеющиеся протоко-
лы для получения клеток с помощью микродис-
секции [20‒24 и др.] приходится адаптировать
для каждого эксперимента с учетом всех возмож-
ных факторов.

Цель проведенного нами исследования за-
ключалась в разработке практичного и воспро-
изводимого протокола для выделения дециду-
альных клеток и оптимизации условий выделе-
ния целостной РНК. Впервые описана методика
получения полного транскриптома единичных
децидуальных клеток из замороженных тканей
плаценты с помощью лазерной микродиссек-

ции. Разработанный метод может быть исполь-
зован в экспериментах и с другими тканями для
изучения транскриптома отдельных клеток или
субпопуляций клеток.

Работа проведена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова-
ний (гранты № 20-34-90128 и № 18-29-13045).

Настоящее исследование прошло экспертизу
комитета по биомедицинской этике Научно-иссле-
довательского института медицинской генетики
Федерального государственного бюджетного науч-
ного учреждения “Томский национальный иссле-
довательский медицинский центр” (регистрацион-
ный номер 136, дата регистрации 11.11.2019). Все
процедуры, выполненные в исследовании с уча-
стием людей, соответствуют этическими стандар-
тами Институционального комитета по исследо-
вательской этике и Хельсинкской декларации
1964 года и ее последующим изменениям или со-
поставимым нормам этики. От каждого из вклю-
ченных в исследование участников было получе-
но информированное добровольное согласие.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.

Рис. 4. Кластеризация образцов, включенных в интегративный анализ данных, полученных нами и во внешнем экс-
перименте секвенирования единичных клеток плацентарной ткани (https://panglaodb.se/view_data.php?sra=
SRA782908&srs=SRS3815606) с помощью технологии 10х. Кластер 1 – клетки эндотелия, 2 – Т-лимфоциты, 3 – есте-
ственные киллерные клетки, 4 – звездчатые клетки поджелудочной железы, 5 – дендритные клетки, 6 – фибробласты,
7 – γδ T-клетки, 8 – эритроидные клетки и их предшественники, 9 – децидуальные клетки, 10 – холангиоциты, 11 –
образцы клеток, полученных нами методом микродиссекции (decidua dissected), указаны стрелкой.
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PROTOCOL OF TRANSCRIPTOME ANALYSIS
OF DECIDUAL CELLS OF PLACENTA

A. A. Babovskaya1, *, E. A. Trifonova1, 2, V. N. Serebrova1, M. G. Svarovskaya1, 2, A. A. Zarubin1,
O. V. Zhilyakova2, T. V. Gabidulina2, A. A. Poltanova2, L. V. Rychkova3, and V. A. Stepanov1
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The advent of high-throughput sequencing technologies has expanded our understanding the biological sig-
nificance of non-coding regions of the genome. In recent years, more and more studies are devoted to study-
ing the role of noncoding RNAs in the development of diseases, as well as their participation in various cel-
lular processes. Until now, all transcriptome studies of native placental tissue with the description noncoding
RNA region were carried out without isolating individual cell populations. This approach, due to the high cel-
lular heterogeneity of the placental tissue, significantly complicates the ability to determine the molecular-
biological functions of individual cells and their role in the molecular pathogenesis of reproductive disorders.
In this work, we propose a technique for obtaining total RNA from single decidual cells of frozen placental
tissue obtained by laser-capture microdissection technology for transcriptome sequencing, including a cluster
of noncoding RNAs. This technique can be successfully used to studying the full-genome expression profile
of other cells populations of placenta. The high accuracy of results on the transcriptome profiling of decidual
cells obtained using the developed technique was additionally confirmed by an integrative analysis with the
results of 10х Genomics experiment.

Keywords: placenta, decidual cells, laser-capture microdissection, transcriptomics, RNA, high-throughput
sequencing technologies
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