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À. À. Õóäÿêîâ è äð.
Âëèÿíèå ìóòàöèé â ãåíå ïëàêîôèëëèíà-2 íà àêòèâíîñòü êàíîíè÷åñêîãî ïóòè Wnt

Ïëàêîôèëëèí-2, êîäèðóåìûé ãåíîì PKP2, ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç áåëêîâ äåñìîñîìû. Ðàíåå ïîëàãàëè,
÷òî ýòîò áåëîê, êàê è äðóãèå áåëêè äåñìîñîì, âûïîëíÿåò èñêëþ÷èòåëüíî ñòðóêòóðíóþ ôóíêöèþ, âõîäÿ â
ñîñòàâ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ. Îäíàêî íåäàâíî áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ìóòàöèè â ãåíàõ, êîäèðóþùèõ
áåëêè äåñìîñîì, ìîãóò áûòü ïðè÷èíîé íàñëåäñòâåííîãî çàáîëåâàíèÿ ñåðäöà — àðèòìîãåííîé êàðäèîìèî-
ïàòèè ïðàâîãî æåëóäî÷êà, è ÷òî ýòî çàáîëåâàíèå ñâÿçàíî ñ íàðóøåíèåì äèôôåðåíöèðîâêè êàðäèîìèî-
öèòîâ â òêàíè ñåðäöà. Îäíèì èç âîçìîæíûõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé, âîâëå÷åííûõ â íàðóøåíèå äèôôåðåíöè-
ðîâêè ïðè ìóòàöèÿõ â PKP2, ñ÷èòàþò ñèãíàëüíûé ïóòü Wnt. Ñâÿçü ìóòàöèé â ãåíå PKP2 è èçìåíåíèÿ àê-
òèâíîñòè ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt íà êëåòêàõ ÷åëîâåêà ðàíåå íå áûëè èññëåäîâàíû. Öåëüþ íàñòîÿùåãî
èññëåäîâàíèÿ ÿâëÿëàñü îöåíêà àêòèâíîñòè ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt â ïðîöåññå àäèïîãåííîé è êàðäèîìèî-
öèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâîê â êëåòêàõ, íåñóùèõ PKP2 äèêîãî òèïà, è â êëåòêàõ, íåñóùèõ PKP2 ñ ìóòà-
öèåé. Â õîäå ðàáîòû èñïîëüçîâàëè êóëüòóðû ìóëüòèïîòåíòíûõ ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê æè-
ðîâîé òêàíè è èíäóöèðîâàííûå ïëþðèïîòåíòíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, íåñóùèå ìóòàöèè â ãåíå PKP2.
Â ðàáîòå ïîêàçàíî, ÷òî â êëåòêàõ, íåñóùèõ ìóòàíòíûé ãåí PKP2, ñíèæåíû òðàíñêðèïöèîííàÿ àêòèâ-
íîñòü îñíîâíîãî ó÷àñòíèêà ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt b-êàòåíèíà, à òàêæå ýêñïðåññèÿ òðàíñêðèïöèîííûõ
ìèøåíåé b-êàòåíèíà — SOX2 è SOX9. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò ñäåëàòü çàêëþ÷åíèå î òîì, ÷òî
ïëàêîôèëëèí-2 ìîæåò ðåãóëèðîâàòü àêòèâíîñòü ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt è, òàêèì îáðàçîì, âûïîëíÿòü íå
òîëüêî ñòðóêòóðíóþ ôóíêöèþ â ñîñòàâå äåñìîñîìû, íî è ðåãóëÿòîðíóþ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ïëàêîôèëëèí, ñèãíàëüíûé ïóòü Wnt, ìóòàöèè.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÊÏÆ — àðèòìîãåííàÿ êàðäèîìèîïàòèÿ ïðàâîãî æåëóäî÷êà,
èÏÑÊ — èíäóöèðîâàííûå ïëþðèïîòåíòíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, ÌÌÑÊ — ìóëüòèïîòåíòíûå ìåçåíçèì-
íûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè, ÝÑÊ — ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, GSK3b — glycogen synthase kinase
3 beta (êèíàçà ãëèêîãåíñèíòàçû 3-áåòà), PPARg — peroxisome proliferator-activated receptor gamma (ðå-
öåïòîð, àêòèâèðóåìûé ïåðîêñèñîìíûì ïðîëèôåðàòîðîì ãàììà).

Äåñìîñîìû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé òî÷å÷íûå ìåæêëå-
òî÷íûå êîíòàêòû, ñâÿçûâàþùèå ñîñåäíèå êëåòêè ïóòåì
îáúåäèíåíèÿ ñåòè èõ ïðîìåæóòî÷íûõ ôèëàìåíòîâ. Ýòè
ñòðóêòóðû õàðàêòåðíû äëÿ òêàíåé, ïîñòîÿííî èñïûòûâà-
þùèõ ìåõàíè÷åñêèå íàãðóçêè, òàêèõ êàê ñåðäöå, êîæà,
ñëèçèñòàÿ îáîëî÷êà æåëóäî÷íî-êèøå÷íîãî òðàêòà, ìî÷å-
âîé ïóçûðü. Íà ìîëåêóëÿðíîì óðîâíå äåñìîñîìà ñîñòî-
èò èç êàäãåðèíîâ, Ca-çàâèñèìûõ ìîëåêóë êëåòî÷íîé àä-
ãåçèè, ñâÿçàííûõ ñ áåëêàìè ñåìåéñòâà Armadillo — ïëà-
êîôèëëèíîì è ïëàêîãëîáèíîì. Ïëàêîôèëëèí è
ïëàêîãëîáèí â ñâîþ î÷åðåäü âçàèìîäåéñòâóþò ñ äåñìî-
ïëàêèíîì, áåëêîì, ñâÿçûâàþùèì ïðîìåæóòî÷íûå ôèëà-
ìåíòû — êåðàòèí â ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ èëè äåñìèí â
ìûøå÷íûõ (Delva et al., 2009). Â ìèîêàðäå, èñïûòûâàþ-
ùåì ïîñòîÿííûå öèêëè÷åñêèå íàãðóçêè, áûë îáíàðóæåí
åùå îäèí òèï ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ, ñïåöèôè÷íûé òî-
ëüêî äëÿ ñåðäå÷íîé òêàíè, — area composita, ïðåäñòàâëÿ-
þùèé ñîáîé ñìåøàííóþ ñòðóêòóðó, ñî÷åòàþùóþ â ñâîåì

ñîñòàâå äåñìîñîìû è àäãåçèîííûå êîíòàêòû (Franke et al.,
2006).

Äîëãîå âðåìÿ ñ÷èòàëè, ÷òî ôóíêöèÿ ìåæêëåòî÷íûõ
êîíòàêòîâ îãðàíè÷èâàåòñÿ ïîääåðæàíèåì ìåõàíè÷åñêîãî
åäèíñòâà êëåòîê â ñîñòàâå òêàíåé, îäíàêî èññëåäîâàíèÿ
ïîñëåäíåãî äåñÿòèëåòèÿ ïîêàçûâàþò âîçìîæíîñòü èõ
ôóíêöèîíèðîâàíèÿ êàê ðåöåïòîðîâ ìåõàíè÷åñêèõ ñòèìó-
ëîâ è àêòèâíûõ ó÷àñòíèêîâ ñèãíàëüíûõ ïóòåé, ðåãóëè-
ðóþùèõ ïðîëèôåðàöèþ è äèôôåðåíöèðîâêó. Â ñîñòàâ
ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ âõîäÿò êëþ÷åâîé ó÷àñòíèê êà-
íîíè÷åñêîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt áåòà-êàòåíèí è âûñî-
êîãîìîëîãè÷íûé åìó ãàììà-êàòåíèí. Èçâåñòíî, ÷òî ýòè
áåëêè ìîãóò òðàíñëîöèðîâàòüñÿ â ÿäðî è èíèöèèðîâàòü
ñáîðêó êîìïëåêñà àêòèâàöèè òðàíñêðèïöèè ãåíîâ-ìèøå-
íåé (Zhurinsky et al., 2000; Heuberger, Birchmeier, 2010).
Êðîìå ýòîãî, â ðàéîíå ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ ëîêàëè-
çîâàíû áåëêè, âûïîëíÿþùèå òîëüêî ñèãíàëüíóþ ôóíê-
öèþ (Chen et al., 2014). Ìåæêëåòî÷íûå êîíòàêòû ó÷àñòâó-
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þò â ðåöåïöèè âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó ñîñåäíèìè êëåòêà-
ìè è ìåõàíè÷åñêèõ ñòèìóëîâ, â ÷àñòíîñòè èíèöèèðóþò
ñîêðàùåíèå ìûøå÷íîé êëåòêè â îòâåò íà ðàñòÿæåíèå
(Leckband et al., 2011). Íàðóøåíèÿ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàê-
òîâ ìîãóò ïðèâîäèòü ê ðàçëè÷íûì çàáîëåâàíèÿì. Îäíîé
èç «áîëåçíåé äåñìîñîì» ÿâëÿåòñÿ ïàòîëîãèÿ ñåðäå÷íîé
ìûøöû — àðèòìîãåííàÿ êàðäèîìèîïàòèÿ ïðàâîãî æåëó-
äî÷êà (ÀÊÏÆ).

ÀÊÏÆ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé íàñëåäñòâåííîå
àóòîñîìíî-äîìèíàíòíîå çàáîëåâàíèå, õàðàêòåðèçóþùåå-
ñÿ àðèòìèÿìè, ñåðäå÷íîé íåäîñòàòî÷íîñòüþ è âíåçàïíîé
ñìåðòüþ. Íà ãèñòîëîãè÷åñêîì óðîâíå íàáëþäàþòñÿ çàìå-
ùåíèå ìèîöèòîâ òêàíè ñåðäå÷íîé ìûøöû ôèáðîáëàñòà-
ìè è æèðîâûìè êëåòêàìè, íàðóøåíèå êîíòàêòîâ ìåæäó
ìèîöèòàìè, ÷òî ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ ýëåêòðè÷åñêîé
öåëîñòíîñòè ìèîêàðäà (Thiene et al., 1988; Basso et al.,
1996). Î÷àã çàáîëåâàíèÿ ÷àùå âñåãî ðàñïîëàãàåòñÿ â ïðà-
âîì æåëóäî÷êå, îäíàêî ïîçäíèå èññëåäîâàíèÿ óêàçûâàþò
íà ïîðàæåíèÿ êàê ëåâîãî, òàê è îáîèõ æåëóäî÷êîâ (Corra-
do et al., 1997). Ãåíåòè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ âûÿâèëè ðÿä
ãåíîâ, ìóòàöèè â êîòîðûõ àññîöèèðîâàíû ñ ðàçâèòèåì çà-
áîëåâàíèÿ, â òîì ÷èñëå êîäèðóþùèõ áåëêè, âõîäÿùèå â
ñîñòàâ äåñìîñîìû: äåñìîïëàêèí, äåñìîêîëëèí-2, äåñìî-
ãëåèí-2, ïëàêîãëîáèí è ïëàêîôèëëèí-2 (Awad et al., 2008).
Ìóòàöèè â ãåíå ïëàêîôèëëèíà-2 (PKP2) âñòðå÷àþòñÿ
íàèáîëåå ÷àñòî è ñîñòàâëÿþò ïðèìåðíî ïîëîâèíó âñåõ àñ-
ñîöèèðîâàííûõ ñ ÀÊÏÆ ìóòàöèé (Gerull et al., 2004).
Ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû, ïðèâîäÿùèå ê ðàçâèòèþ çàáî-
ëåâàíèÿ, îñòàþòñÿ íåÿñíûìè, íåñìîòðÿ íà çíà÷èòåëüíûå
äîñòèæåíèÿ â èçó÷åíèè ÀÊÏÆ çà ïîñëåäíèå íåñêîëüêî
ëåò. Îò÷àñòè ýòî ñâÿçàíî ñ âûñîêîé ãåòåðîãåííîñòüþ çà-
áîëåâàíèÿ: ñõîæèå ôåíîòèïû ìîãóò áûòü îáóñëîâëåíû
ìóòàöèÿìè â ãåíàõ, êîäèðóþùèõ áåëêè ñ ðàçëè÷íûìè
ôóíêöèÿìè. Òåì íå ìåíåå áûëà îïèñàíà ñâÿçü ìóòàíòíûõ
áåëêîâ â ñîñòàâå äåñìîñîìû c àíîìàëüíîé àêòèâàöèåé
ñèãíàëüíûõ ïóòåé (Garcia-gras et al., 2006). Ïîñëåäñòâèÿ
ýòîãî ïðîöåññà ìîãóò ïðèâîäèòü ê àïîïòîçó è èíäóêöèè
ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêè (Lombardi, Marian,
2011).

Ðîëü ìóòàíòíîãî ïëàêîôèëëèíà-2 â ðàçâèòèè ÀÊÏÆ
äî ñèõ ïîð íå èçó÷åíà. Âàæíûì ïðåäñòàâëÿåòñÿ âîïðîñ î
òîì, ñïîñîáåí ëè ìóòàíòíûé ïëàêîôèëëèí-2 íåïîñðåäñò-
âåííî ó÷àñòâîâàòü â ñèãíàëüíûõ êàñêàäàõ èëè åãî äåéñò-
âèå íîñèò îïîñðåäîâàííûé õàðàêòåð çà ñ÷åò íàðóøåíèÿ
ñòðóêòóðû äåñìîñîìû? Êðîìå òîãî, íåèçâåñòíî, êàêèå
êëåòêè ÿâëÿþòñÿ èñòî÷íèêîì æèðîâîé òêàíè, çàìåùàþ-
ùåé êàðäèîìèîöèòû, è ïî÷åìó ìóòàöèÿ â ñòðóêòóðíîì
ãåíå äåñìîñîìû PKP2 ïðèâîäèò ê ñäâèãó äèôôåðåíöè-
ðîâêè êëåòîê â àäèïîãåííîì èëè ôèáðîçíîì íàïðàâëå-
íèè. Èçâåñòíî, ÷òî ÿäåðíàÿ òðàíñëîêàöèÿ äðóãîãî áåëêà
äåñìîñîì — ïëàêîãëîáèíà — ìîæåò ïðèâîäèòü ê àäèïî-
ãåííîé òðàíñôîðìàöèè êëåòêè âñëåäñòâèå èíãèáèðîâàíèÿ
ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt (Garcia-gras et al., 2006). Ïîñêîëü-
êó áåëêè ïëàêîôèëëèí-2 è ïëàêîãëîáèí ñõîæè, îáà ñîñòî-
ÿò èç armadillo-ïîâòîðîâ — ñòðóêòóð, ñïîñîáíûõ âûïîë-
íÿòü ñèãíàëüíûå ôóíêöèè, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî è
ïëàêîôèëëèí-2 ó÷àñòâóåò â ñèãíàëüíûõ êàñêàäàõ. Ìû
ïðåäïîëîæèëè, ÷òî ìóòàöèè ãåíà PKP2 ìîãóò âëèÿòü íà
àêòèâíîñòü êàíîíè÷åñêîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt, ÷òî â
ñâîþ î÷åðåäü ìîæåò èíäóöèðîâàòü àäèïîãåííóþ òðàíñ-
ôîðìàöèþ ðàçëè÷íûõ êëåòîê ñåðäöà — êàðäèîìèîöèòîâ,
ôèáðîáëàñòîâ, êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ è äð.

Öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ÿâëÿëàñü îöåíêà àê-
òèâíîñòè ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt â ïðîöåññå àäèïîãåííîé
è êàðäèîìèîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâîê â êëåòêàõ, íåñó-

ùèõ PKP2 äèêîãî òèïà, è â êëåòêàõ, íåñóùèõ PKP2 ñ ìó-
òàöèåé.

Êëåòî÷íîé ìîäåëüþ ñëóæèëè ìóëüòèïîòåíòíûå ìå-
çåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè (ÌÌÑÊ) æèðîâîé òêàíè.
Êëåòî÷íóþ êóëüòóðó ÌÌÑÊ ìîæíî ïîëó÷èòü íåïîñðåä-
ñòâåííî îò ïàöèåíòà ñ èäåíòèôèöèðîâàííîé ìóòàöèåé
PKP2. ÌÌÑÊ ñïîñîáíû áûñòðî è ýôôåêòèâíî äèôôåðåí-
öèðîâàòüñÿ â àäèïîöèòû, ÷òî ïîçâîëÿåò èçó÷àòü ìåõàíèç-
ìû ýòîé äèôôåðåíöèðîâêè. Âòîðîé êëåòî÷íîé ìîäåëüþ
ñëóæèëà êóëüòóðà èíäóöèðîâàííûõ ïëþðèïîòåíòíûõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê (èÏÑÊ), ïîëó÷åííûõ â ðåçóëüòàòå ðå-
ïðîãðàììèðîâàíèÿ ÌÌÑÊ. èÏÑÊ ñïîñîáíû ê äèôôåðåí-
öèðîâêå â êàðäèîìèîöèòû. Ðàçíûå ñòàäèè ýòîé äèôôå-
ðåíöèðîâêè îòðàæàþò ïðîöåññû ñïåöèôèêàöèè êëåòîê-
ïðåäøåñòâåííèêîâ êàðäèîìèîöèòîâ ñ ïîñëåäóþùèì èõ
ñîçðåâàíèåì. Áëàãîäàðÿ ýòîìó ìîæíî îöåíèòü íàðóøåíèÿ
äèôôåðåíöèðîâêè è àêòèâíîñòè ñèãíàëüíûõ ïóòåé, ëåæà-
ùèõ â åå îñíîâå. Íåîñïîðèìûì äîñòîèíñòâîì èÏÑÊ ÿâ-
ëÿåòñÿ òî, ÷òî ìîæíî èçó÷àòü ïóòè äèôôåðåíöèðîâêè êëå-
òîê ñ âûÿâëåííîé ìóòàöèåé, ïîëó÷åííûõ îò êîíêðåòíîãî
ïàöèåíòà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ïðîòîêîë èññëåäîâàíèÿ áûë îäîáðåí ýòè÷åñêèì êî-
ìèòåòîì ÑÇÔÌÈÖ, ó âñåõ ïàöèåíòîâ áûëî ïîëó÷åíî
ïèñüìåííîå èíôîðìèðîâàííîå ñîãëàñèå íà ó÷àñòèå â ãå-
íåòè÷åñêîì èññëåäîâàíèè è áèîïñèþ æèðîâîé òêàíè.

Ê ó ë ü ò ó ð û Ì Ì Ñ Ê æ è ð î â î é ò ê à í è ïîëó÷àëè
èç áèîïòàòà æèðîâîé òêàíè ñîãëàñíî îïèñàííîé ðàíåå ìå-
òîäèêå (Zuk et al., 2001). Êóëüòóðû âåëè â ðîñòîâîé ñðåäå
äëÿ ÌÌÑÊ (a-ÌÅÌ; Ïàíýêî, Ðîññèÿ), ñîäåðæàùåé 10 %
ñûâîðîòêè Hyclone (Thermo Scientific, ÑØÀ), 2 ìÌ ãëó-
òàìèíà (Life Technologies, ÑØÀ), 50 ÌÅ/ìë ïåíèöèëëèíà
è 50 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà (Life Technologies, ÑØÀ).
Äëÿ õàðàêòåðèñòèêè ïîëó÷åííûõ êóëüòóð ïðîâîäèëè èì-
ìóíîôåíîòèïèðîâàíèå ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ê ìàð-
êåðàì CD73, CD90 è CD105 ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå íà
öèòîôëþîðèìåòðå Millipore Guava easyCytå.

È í ä ó ê ö è þ à ä è ï î ã å í í î é ä è ô ô å ð å í ö è ð î â -
ê è ïðîâîäèëè ïóòåì êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê â äèôôå-
ðåíöèðîâî÷íîé ñðåäå 5F (ðîñòîâàÿ ñðåäà, ñîäåðæàùàÿ
êîêòåéëü èç 5 ôàêòîðîâ äèôôåðåíöèðîâêè: 5 ìêã/ìë èí-
ñóëèíà, 0.25 ìÌ äåêñàìåòàçîíà, 5 ìÌ ðîçèãëèòàçîíà,
0.5 ìÌ 3-èçîáóòèëà-1-ìåòèëêñàíòèíà è 200 ìêÌ èíäîìå-
òàöèíà (âñå îò Sigma-Aldrich, ÑØÀ).

è Ï Ñ Ê ïîëó÷àëè ïóòåì ðåïðîãðàììèðîâàíèÿ ÌÌÑÊ
æèðîâîé òêàíè ñ ïîìîùüþ âèðóñîâ Ñåíäàé, íåñóùèõ
«êîêòåéëü ßìàíàêè» (Cyto Tune 2.0 Sendai Reprogram-
ming Kit; Life Technologies, ÑØÀ), ñîãëàñíî ðåêîìåíäà-
öèÿì ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Äàëüíåéøåå êóëüòèâèðîâà-
íèå îñóùåñòâëÿëè â ñðåäå äëÿ ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê (ÝÑÊ; KO-DMEM, 20 % KOSR è 1-êðàòíûé ðàñ-
òâîð àìèíîêèñëîò MEM (Life Technologies, ÑØÀ)), ñî-
äåðæàùåé 0.2 ìÌ áåòà-ìåðêàïòîýòàíîëà, 2 ìÌ ãëóòàìè-
íà, 50 ÌÅ/ìë ïåíèöèëëèíà, 50 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà
(âñå îò Life Technologies, ÑØÀ) è 10 íã/ìë ôàêòîðà ðîñòà
bFGF (Peprotech, ÑØÀ) íà ñëîå ìûøèíûõ ýìáðèîíàëü-
íûõ ôèáðîáëàñòîâ, èíàêòèâèðîâàííûõ 0.01 ìã/ìë ìèòî-
ìèöèíà Ñ (Serva, Ãåðìàíèÿ).

Ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê ó è Ï Ñ Ê â í à ï ð à â ë å í è è
ê à ð ä è î ì è î ö è ò î â îñóùåñòâëÿëè ìåòîäîì ñîêóëüòè-
âèðîâàíèÿ èõ ñ êëåòî÷íîé ëèíèåé END-2 ñîãëàñíî îïè-
ñàííîé ðàíåå ìåòîäèêå (Mummery et al., 2003). Ñóòü åå â

Âëèÿíèå ìóòàöèé â ãåíå ïëàêîôèëëèíà-2 íà àêòèâíîñòü êàíîíè÷åñêîãî ïóòè Wnt 869



òîì, ÷òî èÏÑÊ ïåðåñåâàëè íà ñëîé êëåòîê END-2, èíàêòè-
âèðîâàííûõ ìèòîìèöèíîì Ñ (Serva, Ãåðìàíèÿ), è êóëüòè-
âèðîâàëè â ñðåäå, ñîäåðæàùåé KO-DMEM, 1-êðàòíûé
ðàñòâîð àìèíîêèñëîò MEM, 0.2 ìÌ áåòà-ìåðêàïòîýòàíî-
ëà, 2 ìÌ ãëóòàìèíà, 50 ÌÅ/ìë ïåíèöèëëèíà, 50 ìêã/ìë
ñòðåïòîìèöèíà (Life Technologies, ÑØÀ) è 1.4 ìêã/ìë àñ-
êîðáèíîâîé êèñëîòû (Sigma-Aldrich, ÑØÀ). ×åðåç 7 ñóò è
äàëåå òðèæäû â íåäåëþ ñðåäó çàìåíÿëè íà KO-DMEM,
ñîäåðæàùóþ 10 % KOSR, 1-êðàòíûé ðàñòâîð àìèíîêèñ-
ëîò MEM, 0.2 ìÌ áåòà-ìåðêàïòîýòàíîëà, 2 ìÌ ãëóòàìè-
íà, 50 ÌÅ/ìë ïåíèöèëëèíà è 50 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà
(âñå îò Life Technologies, ÑØÀ).

Ê ë î í è ð î â à í è å ê î ä è ð ó þ ù å é ï î ñ ë å ä î â à -
ò å ë ü í î ñ ò è PKP2. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà PKP2, íå-
ñóùàÿ ìåòêó flag íà 3R-êîíöå, àìïëèôèöèðîâàëè ñ ïëàçìè-
äû 915-Plakophilin 2a-Flag (Addgene 32230) ñ ïîìîùüþ
ïðàéìåðîâ TTGGCGCGCCACCATGGCAGCCCCCGGC-
GCCCCA è TGCGAATTCATCTACTTGTCATCGTCGTC-
CTTGTA. Ïîëó÷åííûé ôðàãìåíò êëîíèðîâàëè ïî ñàéòàì
ðåñòðèêöèè AscI è EcoRI â ëåíòèâèðóñíûé âåêòîð pLV-
T7-lacZiresBla-5600.

Ä ë ÿ ñ à é ò - ñ ï å ö è ô è ÷ í î ã î ì ó ò à ã å í å ç à ïðîâî-
äèëè ÏÖÐ, èñïîëüçóÿ ïëàçìèäó â êà÷åñòâå ìàòðèöû è
ïàðû ïðàéìåðîâ, íåñóùèå ìóòàöèþ (c.23321delT) (5R-3R) :
GGCACAACTGCCACTATGAAGGTCGCTGGGGAA-
GAGGAAC è CGACCTTCATAGTGGCAGTTGTGCCAG-
CCTTTAGCATGTC; K859R (5R-3R) : CTACAAGAGGGC-
TCAGTTTAAGAAGACAGATTTTGTCAACAG è CTGA-
GCCCTCTTGTAGGCATGAT GCAGTTCCGTGTGTGC-
CC). Çàòåì ðåàêöèîííóþ ñìåñü îáðàáàòûâàëè FastDigest
DpnI (Thermo Scientific, ÑØÀ) â òå÷åíèå 1 ÷. Ïîëó÷åí-
íóþ ñìåñü (5 ìêë) èñïîëüçîâàëè äëÿ òðàíñôîðìàöèè êîì-
ïåòåíòíûõ áàêòåðèé Escherichia coli, øòàìì Top10. Íàëè-
÷èå ìóòàöèè ïîäòâåðæäàëè ñåêâåíèðîâàíèåì.

Ä ë ÿ î ö å í ê è à ê ò è â í î ñ ò è ê à í î í è ÷ å ñ ê î ã î
ñ è ã í à ë ü í î ã î ï ó ò è Wnt èñïîëüçîâàëè ëåíòèâèðóñ-
íûé âåêòîð íà îñíîâå ïëàçìèäû 7TFC (Addgene 24307)
(Fuerer, Nusse, 2010). Ýòîò âåêòîð ñîäåðæèò â ñâîåì ñî-
ñòàâå òàê íàçûâàåìóþ êîíñòðóêöèþ TopFlash, ïðåäñòàâ-
ëÿþùóþ ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà ëþöèôåðàçû ïîä
ïðîìîòåðîì ñ 7 ñàéòàìè ñâÿçûâàíèÿ TCF/LEF. Ïðè àêòè-
âàöèè ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt ïðîèñõîäÿò ÿäåðíàÿ òðàíñ-
ëîêàöèÿ áåòà-êàòåíèíà, åãî ñâÿçûâàíèå ñ ñàéòàìè
TCF/LEF è àêòèâàöèÿ ýêñïðåññèè ëþöèôåðàçû. Êëåòî÷-
íûå ëèçàòû ñîáèðàëè, èñïîëüçóÿ íàáîð Luciferase Assay
System (Promega, ÑØÀ) ñîãëàñíî ðåêîìåíäàöèÿì ôèð-
ìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Èíòåíñèâíîñòü ëþìèíåñöåíöèè, ïðî-
ïîðöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòè ëþöèôåðàçû è îòðàæàþùóþ
àêòèâíîñòü Wnt, èçìåðÿëè ïðè ïîìîùè ñïåêòðîôîòîìåò-
ðà Gen5 (BioTek, ÑØÀ).

Ï ð î ä ó ê ö è ÿ ë å í ò è â è ð ó ñ í û õ ÷ à ñ ò è ö è â è -
ð ó ñ í à ÿ ò ð à í ñ ä ó ê ö è ÿ. Äëÿ âíåñåíèÿ ìóòàíòíûõ ôîðì
PKP2 è PKP2 äèêîãî òèïà è èõ ñòàáèëüíîé ýêñïðåññèè â
èÏÑÊ èñïîëüçîâàëè ëåíòèâèðóñíûå ÷àñòèöû. Ïðîäóêöèþ
ëåíòèâèðóñíûõ ÷àñòèö îñóùåñòâëÿëè ñîãëàñíî ïðîòîêî-
ëó, ðàçðàáîòàííîìó â ëàáîðàòîðèè Ä. Òðîíî (http:/ ttp:/
tcf.epfl.ch/). Òðàíñäóêöèþ êëåòî÷íûõ êóëüòóð îñóùåñòâ-
ëÿëè ñ MOI = 10 â ïðèñóòñòâèè 2 ìêã/ìë ïîëèáðåíà.

À í à ë è ç ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è ã å í î â - ì è ø å í å é ê à í î -
í è ÷ å ñ ê î ã î ñ è ã í à ë ü í î ã î ï ó ò è W n t ì å ò î ä î ì
Ï Ö Ð â ð å æ è ì å ð å à ë ü í î ã î â ð å ì å í è. ÐÍÊ èç êëå-
òîê âûäåëÿëè ïðè ïîìîùè TRIzol®Reagent (Invitrogen,
ÑØÀ) ñîãëàñíî ðåêîìåíäàöèÿì ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ.
1 ìêã âûäåëåííîé ÐÍÊ èñïîëüçîâàëè â ðåàêöèè îáðàòíîé
òðàíñêðèïöèè, èñïîëüçóÿ MMLV RT kit (Åâðîãåí, Ðîñ-

ñèÿ) â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäàöèÿìè ôèðìû-ïðîèçâî-
äèòåëÿ. ÏÖÐ â ðåæèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè ïðîâîäèëè,
èñïîëüçóÿ ãîòîâóþ ñìåñü qPCRmix-HS SYBR (Åâðîãåí,
Ðîññèÿ) è ïðàéìåðû èç áàçû äàííûõ Primer Depot
(http:/primerdepot.nci.nih.gov/) ñëåäóþùèõ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòåé (5R-3R) : äëÿ àìïëèôèêàöèè ó÷àñòêà êÄÍÊ ãåíà
AXIN2 — ïðÿìîé AGTGTGAGGTCCACGGAAAC è îá-
ðàòíûé CTGGTGCAAAGACATAGCCA; äëÿ àìïëèôèêà-
öèè ó÷àñòêà êÄÍÊ ãåíà SOX9 — ïðÿìîé GACGCTGG-
GCAAGCTCT è îáðàòíûé GTAATCCGGGTGGTCCTT-
CT; äëÿ àìïëèôèêàöèè ó÷àñòêà êÄÍÊ ãåíà SOX2 —
ïðÿìîé AACCCCAAGATGCACAACTC è îáðàòíûé:
GCTTAGCCTCGTCGATGAAC. Òåìïåðàòóðà îòæèãà
ïðàéìåðîâ ñîñòàâëÿëà 60 °Ñ.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê ó þ î á ð à á î ò ê ó ä à í í û õ ïðîâî-
äèëè ïðè ïîìîùè ïðîãðàììû GraphPad Prism 5. Äëÿ ñðàâ-
íåíèÿ äâóõ ãðóïï ïðèìåíÿëè êðèòåðèé Ìàííà—Óèòíè,
äëÿ ìíîæåñòâåííîãî ñðàâíåíèÿ ïðèìåíÿëè òåñò Êðàñêå-
ëà—Óîëëèñà ñ ïîïðàâêîé Äàííà.

Ðåçóëüòàòû

È ä å í ò è ô è ê à ö è ÿ í î ñ è ò å ë ÿ ì ó ò à ö è è â ã å í å
P K P 2 è ï î ë ó ÷ å í è å î ò í å ã î ê ó ë ü ò ó ð û Ì Ì Ñ Ê
æ è ð î â î é ò ê à í è. Â õîäå ãåíåòè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé
ïàöèåíòîâ ñ ÀÊÏÆ áûë èäåíòèôèöèðîâàí íîñèòåëü ìó-
òàöèé â ãåíå ïëàêîôèëëèíà-2. Ïàöèåíò, îáîçíà÷àåìûé äà-
ëåå «ïàöèåíò ñ ÀÊÏÆ», ÿâëÿëñÿ íîñèòåëåì äâóõ ìóòàöèé
(c.23321delT, K859R) — äåëåöèè, ïðèâîäÿùåé ê ñäâèãó
ðàìêè ñ÷èòûâàíèÿ è àìèíîêèñëîòíîé çàìåíû. Áûëà ïðî-
âåäåíà áèîïñèÿ æèðîâîé òêàíè è âûäåëåíà ïåðâè÷íàÿ
êóëüòóðà ÌÌÑÊ. Òàêèì æå îáðàçîì áûëà ïîëó÷åíà êóëü-
òóðà ÌÌÑÊ îò çäîðîâîãî äîíîðà. Ïîëó÷åííûå êóëüòóðû
áûëè ïîçèòèâíû ïî õàðàêòåðíûì äëÿ ÌÌÑÊ ìàðêåðàì —
CD73, CD90 è CD105. ÌÌÑÊ æèðîâîé òêàíè èñïîëüçîâà-
ëè äàëåå äëÿ îöåíêè àêòèâíîñòè ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt â
íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ÌÌÑÊ è ÌÌÑÊ, äèôôåðåíöè-
ðîâàííûõ â àäèïîãåííîì íàïðàâëåíèè. Êðîìå òîãî,
ÌÌÑÊ ñëóæèëè èñòî÷íèêîì äëÿ ïîëó÷åíèÿ èÏÑÊ.

Î ö å í ê ó à ê ò è â í î ñ ò è ê à í î í è ÷ å ñ ê î ã î ñ è ã -
í à ë ü í î ã î ï ó ò è W n t ïðîâîäèëè ïóòåì èçìåðåíèÿ àê-
òèâíîñòè ëþöèôåðàçû, íàðàáîòàííîé â ðåçóëüòàòå âíåñå-
íèÿ ðåïîðòåðíîé êîíñòðóêöèè â êëåòêè. Ïîñêîëüêó áàçî-
âûé óðîâåíü êàíîíè÷åñêîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt â
ÌÌÑÊ îêàçàëñÿ íåâûñîêèì, åãî àêòèâèðîâàëè, äîáàâëÿÿ
â ñðåäó 10 ìêÌ CHIR99021 (èíãèáèòîð êèíàçû GSK3b),
ïðåïÿòñòâóÿ òåì ñàìûì ôîñôîðèëèðîâàíèþ è ïîñëåäóþ-
ùåé ïðîòåàñîìíîé äåãðàäàöèè áåòà-êàòåíèíà. Â ÌÌÑÊ,
ïîëó÷åííûõ îò ïàöèåíòà ñ ÀÊÏÆ, íàáëþäàëè ïîíè-
æåííûé óðîâåíü àêòèâíîñòè ëþöèôåðàçíîãî ðåïîðòåðà
ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (ðèñ. 1, a) è ñíèæåííûé óðî-
âåíü ýêñïðåñèèè ãåíà AXIN2, ÷òî óêàçûâàåò íà ñíèæåí-
íóþ àêòèâíîñòü ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt â ýòèõ êëåòêàõ
(ðèñ. 1, a, â).

×òîáû îöåíèòü âîçìîæíûå èçìåíåíèÿ àêòèâíîñòè
ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt â ïðîöåññå àäèïîãåííîé äèô-
ôåðåíöèðîâêè â êëåòêàõ ñ ìóòàöèåé ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíò-
ðîëüíûìè êëåòêàìè, íåñóùèìè PKP2 äèêîãî òèïà,
ÌÌÑÊ êóëüòèâèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè ñïåöèôè÷åñêèõ
ôàêòîðîâ àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè. Ýòî ïðèâîäèëî
ê àêòèâàöèè â êëåòêàõ ñèãíàëüíîãî ïóòè PPARg — îäíîãî
èç ïóòåé, ðåãóëèðóþùèõ íàêîïëåíèå æèðíûõ êèñëîò è
ìåòàáîëèçìà ãëþêîçû, õàðàêòåðíîãî äëÿ æèðîâîé òêàíè.
Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî èìåííî àêòèâàöèÿ íåñâîéñòâåí-

870 À. À. Õóäÿêîâ è äð.



íîãî êàðäèîìèîöèòàì PPARg âûçûâàåò õàðàêòåðíûå äëÿ
ÀÊÏÆ èçìåíåíèÿ — íàêîïëåíèå ëèïèäíûõ êàïåëü, àïîï-
òîç, ñäâèã ìåòàáîëèçìà â ñòîðîíó èñïîëüçîâàíèÿ ãëþêîçû
âìåñòî îêèñëåíèÿ æèðíûõ êèñëîò (Kim et al., 2013).

Èíäóêöèÿ àäèïîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ïðèâîäè-
ëà ê ñíèæåíèþ àêòèâíîñòè ëþöèôåðàçíîãî ðåïîðòåðà â
êóëüòóðå êëåòîê êàê îò çäîðîâîãî äîíîðà, òàê è îò ïàöè-
åíòà (ðèñ. 1, á). Ïðè ýòîì ðàçëè÷èÿ íàáëþäàëè íà óðîâíå
ýêñïðåññèè îòäåëüíûõ ãåíîâ-ìèøåíåé ñèãíàëüíîãî ïóòè
Wnt — AXIN2 è SOX9. Ýêñïðåññèÿ ýòèõ ãåíîâ áûëà çàìåò-
íî ñíèæåíà â ÌÌÑÊ, íåñóùèõ ìóòàíòíûé PKP2 (ðèñ. 1,
â, ã).

Òàêèì îáðàçîì, ìû ïîêàçàëè, ÷òî â ïåðâè÷íîé êóëü-
òóðå ÌÌÑÊ, íåñóùèõ ìóòàöèþ â ãåíå PKP2, àêòèâíîñòü
ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt ñíèæåíà. Ïîìèìî ýòîãî, â êóëüòó-
ðå ÌÌÑÊ, íåñóùèõ ìóòàöèþ, ñòèìóëÿöèÿ ñèãíàëüíîãî
ïóòè PPARg íå âûçûâàëà óâåëè÷åíèÿ ýêñïðåññèè ìèøå-
íåé Wnt AXIN2 è SOX9 â îòëè÷èå îò êëåòîê, íåñóùèõ ãåí
äèêîãî òèïà.

Ñ ë å ä ó þ ù à ÿ ç à ä à ÷ à ñîñòîÿëà â îöåíêå âëèÿíèÿ
ìóòàöèé â ãåíå PKP2 íà êàðäèîãåííóþ äèôôåðåíöèðîâêó
èÏÑÊ. Íåñìîòðÿ íà ñóùåñòâóþùèå ïðîòîêîëû, äèôôå-
ðåíöèðîâêà ÌÌÑÊ â íàïðàâëåíèè êàðäèîìèîöèòîâ íå
ÿâëÿåòñÿ äîñòàòî÷íî ýôôåêòèâíîé (Õóäÿêîâ è äð., 2013),
â òî âðåìÿ êàê èÏÑÊ ñïîñîáíû äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â
êàðäèîìèîöèòû. èÏÑÊ ïîëó÷àëè ïóòåì ðåïðîãðàììèðî-
âàíèÿ ïåðâè÷íîé êóëüòóðû ÌÌÑÊ æèðîâîé òêàíè îò ïà-
öèåíòà ñ ìóòàöèÿìè â ãåíå PKP2 (ÀÊÏÆ) è äâóõ çäî-
ðîâûõ äîíîðîâ. Îò êàæäîãî ïàöèåíòà áûëî ïîëó÷åíî
è îõàðàêòåðèçîâàíî 5 èíäèâèäóàëüíûõ ëèíèé èÏÑÊ. Ïî-
ëó÷åííûå êîëîíèè ïðîÿâëÿëè õàðàêòåðíûå äëÿ ÝÑÊ ìîð-
ôîëîãè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè è ýêñïðåññèðîâàëè ìàðêå-
ðû ïëþðèïîòåíòíîñòè — òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû

OCT3/4 è NANOG, à òàêæå ïîâåðõíîñòíûé ìàðêåð
TRA-1-60. Ïðèìåð èììóíîöèòîõèìè÷åñêîé îêðàñêè äâóõ
ëèíèé (îäíîé îò çäîðîâîãî äîíîðà è îäíîé îò ïàöèåíòà ñ
ìóòàöèÿìè â ãåíå PKP2) ïðåäñòàâëåí íà ðèñ. 2. Äèôôå-
ðåíöèðîâêó ïîëó÷åííûõ ëèíèé èÏÑÊ â êàðäèîìèîöèòû
îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ èõ ñ êëåò-
êàìè ëèíèè END-2. Â õîäå äèôôåðåíöèðîâêè íàáëþäàëè
ôîðìèðîâàíèå èç êîëîíèé èÏÑÊ òðåõìåðíûõ êëåòî÷íûõ
àãðåãàòîâ, â ÷àñòè èç êîòîðûõ íàáëþäàëè ñïîíòàííûå ñî-
êðàùåíèÿ.

Î ö å í ê ó à ê ò è â í î ñ ò è ê à í î í è ÷ å ñ ê î ã î ñ è ã -
í à ë ü í î ã î ï ó ò è W n t â ï ð î ö å ñ ñ å ä è ô ô å ð å í ö è -
ð î â ê è è Ï Ñ Ê ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ âûøåîïèñàííîé
ðåïîðòåðíîé êîíñòðóêöèè TopFlash. Ëèíèè, ïîëó÷åííûå
îò ïàöèåíòà ñ ÀÊÏÆ, èìåëè ïîíèæåííûé óðîâåíü àêòèâ-
íîñòè ðåïîðòåðà íà 7-å ñóò êàðäèîäèôôåðåíöèðîâêè
(ðèñ. 3, à). Ýêñïðåññèÿ ìèøåíåé ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt
(ãåíîâ AXIN2, SOX9 è SOX2) òàêæå áûëà ñíèæåíà â ñëó-
÷àå ÀÊÏÆ, íî íà áîëåå ïîçäíèõ ñðîêàõ äèôôåðåíöèðîâ-
êè — íà 14-å è 24-å ñóò (ðèñ. 3, á—ã). Òàêèì îáðàçîì, àê-
òèâíîñòü ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt â ëèíèÿõ, ïîëó÷åííûõ îò
ïàöèåíòà ñ ÀÊÏÆ, áûëà ñíèæåíà íà ïðîòÿæåíèè 24 ñóò
êàðäèîäèôôåðåíöèðîâêè.

×òîáû èçó÷èòü ðîëü ìóòàöèé â ãåíå PKP2 â èçìåíå-
íèè àêòèâíîñòè ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt, ìû ââåëè â èÏÑÊ
îò çäîðîâîãî äîíîðà PKP2 äèêîãî òèïà è ìóòàíòíûå ôîð-
ìû PKP2, ñîîòâåòñòâóþùèå ïàöèåíòó ñ ÀÊÏÆ. Äàëåå ëè-
íèè èÏÑÊ äèôôåðåíöèðîâàëè â íàïðàâëåíèè êàðäèîìèî-
öèòîâ è îöåíèâàëè ýêñïðåñèèþ ãåíîâ-ìèøåíåé ñèãíàëü-
íîãî ïóòè Wnt. Ââåäåíèå ìóòàöèé â èÏÑÊ îò çäîðîâîãî
äîíîðà ïîâûøàëî óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíîâ SOX9 è
SOX2 íà 7-å ñóò êàðäèîäèôôåðåíöèðîâêè èÏÑÊ (ðèñ. 4,
à, á). Îäíàêî óðîâåíü ýêñïðåññèè ýòèõ ãåíîâ ïðè ââåäå-

Âëèÿíèå ìóòàöèé â ãåíå ïëàêîôèëëèíà-2 íà àêòèâíîñòü êàíîíè÷åñêîãî ïóòè Wnt 871

Ðèñ. 1. Àêòèâíîñòü êàíîíè÷åñêîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt â ìóëüòèïîòåíòíûõ ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòêàõ (ÌÌÑÊ) îò çäî-
ðîâîãî äîíîðà (Ê) è îò ïàöèåíòà ñ àðèòìîãåííîé êàðäèîìèîïàòèåé ïðàâîãî æåëóäî÷êà (ÀÊÏÆ).

à — àêòèâíîñòü ëþöèôåðîçíîãî ðåïîðòåðà TopFlash â ÌÌÑÊ â ïðèñóòñòâèè 10 ìêÌ CHIR99021 (èíãèáèòîðà êèíàçû GSK3b). á — òî æå â ÌÌÑÊ, îá-
ðàáîòàííûõ èíãèáèòîðîì CHIR99021 è äîïîëíèòåëüíî èíäóöèðîâàííûõ ê àäèïîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêå ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêèõ ôàêòîðîâ 5F
(K + 5F è ÀÊÏÆ + 5F). Àêòèâíîñòü ðåïîðòåðà TopFlash íîðìèðîâàíà íà àêòèâíîñòü ðåïîðòåðà â ÌÌÑÊ îò çäîðîâîãî äîíîðà (Ê). â, ã — ýêñïðåññèÿ ãå-

íîâ-ìèøåíåé êàíîíè÷åñêîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt — AXIN2 è SOX9 ñîîòâåòñòâåííî.



íèè äâóõ ìóòàöèé ñîâìåñòíî áûë ïîíèæåí ïî ñðàâíåíèþ
ñ èÏÑÊ, íåñóùèìè PKP2 äèêîãî òèïà. Â òî æå âðåìÿ ââå-
äåíèå PKP2 äèêîãî òèïà â èÏÑÊ îò ïàöèåíòà ñ ÀÊÏÆ
ïîâûøàëî ýêñïðåññèþ ãåíà SOX2 äî óðîâíÿ, ñðàâíèìîãî
ñ ýêñïðåññèåé SOX2 â ëèíèÿõ èÏÑÊ îò çäîðîâîãî äîíîðà
(ðèñ. 4, ã), ÷òî ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ ïîâûøåíèåì àêòèâ-
íîñòè ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt.

Òàêèì îáðàçîì, ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïðèñóòñòâèå ìóòà-
öèè â ãåíå PKP2 ïðèâîäèò ê ïîíèæåíèþ àêòèâíîñòè ñèã-
íàëüíîãî ïóòè Wnt â ÌÌÑÊ æèðîâîé òêàíè è èÏÑÊ,
äèôôåðåíöèðîâàííûõ â êàðäèîìèîöèòû. Ýêçîãåííîå ââå-
äåíèå ìóòàíòíîãî PKP2 â èÏÑÊ îò çäîðîâîãî äîíîðà íå
âîñïðîèçâîäèëî íàáëþäàåìîãî ýôôåêòà, â òî âðåìÿ êàê
ââåäåíèå PKP2 äèêîãî òèïà ñïîñîáñòâîâàëî ïîâûøåíèþ
àêòèâíîñòè Wnt â èÏÑÊ, íåñóùèõ ìóòàíòíûé PKP2.

Îáñóæäåíèå

Ñóùåñòâóåò ìíîæåñòâî ïóáëèêàöèé, ïîñâÿùåííûõ
ðîëè êàíîíè÷åñêîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt â ðàçâèòèè
àðèòìîãåííîé êàðäèîìèîïàòèè ïðàâîãî æåëóäî÷êà (Gar-
cia-gras et al., 2006; Li et al., 2011; Oxford et al., 2014).

Ïî-âèäèìîìó, ýòîò ñèãíàëüíûé ïóòü èãðàåò âàæíóþ ðîëü
â ðàçâèòèè ïàòîëîãèè ñåðäöà.

Íåñîìíåííûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿþò îáíàðóæåííûå
èçìåíåíèÿ ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt â êóëüòóðå ÌÌÑÊ æè-
ðîâîé òêàíè. Ýòè êëåòêè íå îáðàçóþò äåñìîñîì è èìåþò
íèçêèé áàçîâûé óðîâåíü ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt. Âåðîÿò-
íî, ýòîò ñèãíàëüíûé ïóòü íå èãðàåò ñóùåñòâåííîé ðîëè
ïðè èõ ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêå. Òåì íå ìåíåå
àêòèâíîñòü Wnt â ÌÌÑÊ, íåñóùèõ ìóòàöèþ â ãåíå PKP2,
îêàçàëàñü íèæå, ÷åì â êëåòêàõ, íåñóùèõ PKP2 äèêîãî
òèïà. Êðîìå òîãî, îäíîâðåìåííàÿ ñòèìóëÿöèÿ ÌÌÑÊ â
ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðà êèíàçû GSK3b è ñïåöèôè÷åñêèõ
ôàêòîðîâ àäèïîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêè ïðèâîäèëà ê
îòðèöàòåëüíîé ðåãóëÿöèè ìèøåíåé Wnt â ÌÌÑÊ, íåñó-
ùèõ ìóòàöèþ. Â ñâÿçè ñ ýòèì ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
äåéñòâèå ìóòàíòíîãî ïëàêîôèëëèíà-2 íå òðåáóåò íàëè÷èÿ
äåñìîñîì â êëåòêå è îñóùåñòâëÿåòñÿ íà óðîâíå öèòîïëàç-
ìàòè÷åñêîãî ìåæáåëêîâîãî âçàèìîäåéñòâèÿ.

Êóëüòóðà êàðäèîìèîöèòîâ èç èÏÑÊ çàðåêîìåíäîâàëà
ñåáÿ êàê íàäåæíàÿ ìîäåëü, ïðèìåíèìàÿ äëÿ èçó÷åíèÿ íà-
ñëåäñòâåííûõ çàáîëåâàíèé ñåðäöà. Íåñìîòðÿ íà èìåþùè-
åñÿ íåäîñòàòêè, òàêèå êàê íåçðåëîñòü êàðäèîìèîöèòîâ è
èõ âûñîêàÿ âàðèàáåëüíîñòü, ïîëó÷åííûå ìîäåëè îòðàæà-

872 À. À. Õóäÿêîâ è äð.

Ðèñ. 2. Õàðàêòåðèñòèêà èíäóöèðîâàííûõ ïëþðèïîòåíòíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (èÏÑÊ).

Èììóíîöèòîõèìè÷åñêàÿ îêðàñêà êîëîíèé èÏÑÊ îò çäîðîâîãî äîíîðà (Ê) è îò ïàöèåíòà ñ ÀÊÏÆ. Êëåòêè ïîçèòèâíû ïî îñíîâíûì ìàðêåðàì ïëþðèïî-
òåíòíîñòè (OCT3/4, NANOG è TRA-1-60). Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 300 ìêì.



þò ôåíîòèï çàáîëåâàíèÿ è ïîçâîëÿþò óñïåøíî èçó÷àòü
ïðîöåññû, ëåæàùèå â åãî îñíîâå. Ïîëó÷åííûå òàêèì îá-
ðàçîì ðàçëè÷íûìè èññëåäîâàòåëÿìè êàðäèîìèîöèòû îò
ïàöèåíòîâ ñ ÀÊÏÆ íåñëè âñå ïðèçíàêè, õàðàêòåðíûå äëÿ
êàðäèîìèîöèòîâ ïîðàæåííîãî ìèîêàðäà, — ñíèæåííóþ
ýêñïðåññèþ ãåíîâ, êîäèðóþùèõ äåñìîñîìíûå áåëêè, íà-
êîïëåíèå ëèïèäíûõ êàïåëü â öèòîïëàçìå è óâåëè÷åííóþ
øèðèíó ìåæêëåòî÷íîãî ïðîñòðàíñòâà â îáëàñòè äåñìî-
ñîì (Caspi et al., 2013; Ma et al., 2013).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ñôîêóñèðîâàëèñü íà èçó÷å-
íèè ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt íå òîëüêî â çðåëûõ, òåðìèíà-
ëüíî äèôôåðåíöèðîâàííûõ, êàðäèîìèîöèòàõ, íî è â ïðî-
öåññå äèôôåðåíöèðîâêè. Íàáëþäàåìîå ñíèæåíèå àêòèâ-
íîñòè ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt â ïðèñóòñòâèè ìóòàíòíîãî
ïëàêîôèëëèíà-2, çàðåãèñòðèðîâàííîå ñ ïîìîùüþ ëþöè-
ôåðàçíîé ðåïîðòåðíîé êîíñòóêöèè, èìåëî ìåñòî óæå íà
7-å ñóò äèôôåðåíöèðîâêè. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
ïëàêîôèëëèí-2 ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè ñèãíàëüíûõ ïóòåé
ñ ðàííèõ ýòàïîâ äèôôåðåíöèðîâêè. Ñíèæåíèå ýêñïðåññèè
ìèøåíåé ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt (AXIN2, SOX9 è SOX2) â
ïðèñóòñòâèè ìóòàíòíîãî ïëàêîôèëëèíà-2 íàáëþäàëè ïîç-
æå, ñ 14-õ ñóò äèôôåðåíöèðîâêè. Ýòî ìîæåò ãîâîðèòü î
òîì, ÷òî äàííûå ìèøåíè èãðàþò ðîëü íà ïîçäíèõ ñòàäèÿõ
äèôôåðåíöèðîâêè, â òî âðåìÿ êàê íà ðàííèõ ýêñïðåññèðó-
þòñÿ äðóãèå, íå îáíàðóæåííûå íàìè ãåíû.

Ââåäåíèå ìóòàíòíîãî PKP2 â èÏÑÊ îò çäîðîâîãî äî-
íîðà ñ ïîñëåäóþùåé èõ äèôôåðåíöèðîâêîé â êàðäèîìèî-

öèòû íå ïðèâåëî ê ïàäåíèþ ýêñïðåññèè ìèøåíåé ñèã-
íàëüíîãî ïóòè Wnt. Îäíèì èç îáúÿñíåíèé ýòîãî ýôôåêòà
ìîæåò ÿâëÿòüñÿ íàëè÷èå äâóõ àëëåëåé äèêîãî òèïà PKP2
â èñõîäíûõ êëåòêàõ, â òî âðåìÿ êàê â èÏÑÊ îò ïàöèåíòà ñ
ÀÊÏÆ îäíà èç àëëåëåé íåñåò äåëåöèþ è íå êîäèðóåò ïîë-
íîöåííûé áåëêîâûé ïðîäóêò. Ñóùåñòâóþò äàííûå î ïî-
âûøåíèè àêòèâíîñòè Wnt â ìûøèíîé ìîäåëè ÀÊÏÆ (Li
et al., 2011). Âñå ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò â ïîëüçó òîãî, ÷òî
ðåãóëÿöèÿ ýòîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè êàê â îäíó, òàê è â äðó-
ãóþ ñòîðîíó íîñèò àíîìàëüíûé õàðàêòåð. Íàïðîòèâ, ââå-
äåíèå PKP2 äèêîãî òèïà â îïðåäåëåííîé ñòåïåíè ïîâû-
øàëî àêòèâíîñòü ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt. Òåì íå ìåíåå
ýêñïðåññèÿ ìèøåíåé ýòîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè îñòàâàëàñü
ïîíèæåííîé ïî ñðàâíåíèþ ñ äèôôåðåíöèðîâàííûìè
èÏÑÊ îò çäîðîâîãî äîíîðà. Âîçìîæíî, ëåíòèâèðóñíàÿ
òðàíñäóêöèÿ íå ìîæåò ïîëíîñòüþ âîñïîëíèòü óòðàòó îä-
íîé àëëåëè èëè æå ñóùåñòâóåò ìåõàíèçì îòðèöàòåëüíîé
ðåãóëÿöèè Wnt, ïðåïÿòñòâóþùèé åãî âûõîäó íà íîðìàëü-
íûé óðîâåíü.

Èçó÷åíèå ìåõàíèçìîâ, ïîñðåäñòâîì êîòîðûõ PKP2
îñóùåñòâëÿåò ðåãóëÿöèþ ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt, áóäåò
ÿâëÿòüñÿ ïðåäìåòîì íàøåé äàëüíåéøåé ðàáîòû.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêòû 14-50-00068 è
14-15-00745).

Âëèÿíèå ìóòàöèé â ãåíå ïëàêîôèëëèíà-2 íà àêòèâíîñòü êàíîíè÷åñêîãî ïóòè Wnt 873

Ðèñ. 3. Àêòèâíîñòü êàíîíè÷åñêîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt ïðè êàðäèîìèîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêå èÏÑÊ (íà 7, 14 è 24-å ñóò),
ïîëó÷åííûõ îò çäîðîâîãî äîíîðà (Ê) è ïàöèåíòà ñ ÀÊÏÆ.

à — àêòèâíîñòü ëþöèôåðàçíîãî ðåïîðòåðà TopFlash â ëèíèÿõ èÏÑÊ íà 7-å ñóò êàðäèîìèîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêè, íîðìèðîâàííàÿ íà àêòèâíîñòü
ðåïîðòåðà â èÏÑÊ îò çäîðîâîãî äîíîðà (Ê); á—ã — ýêñïðåññèÿ ãåíîâ-ìèøåíåé êàíîíè÷åñêîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt â ïðîöåññå êàðäèîìèîöèòàðíîé

äèôôåðåíöèðîâêè èÏÑÊ — AXIN2, SOX9 è SOX2 ñîîòâåòñòâåííî.



Ñ ï è ñ î ê ë è ò å ð à ò ó ð û

Õóäÿêîâ À. À., Êóðàïååâ Ä. È., Êîñòàðåâà À. À., Ìàëàøè÷å-
âà À. Á. 2013. Ñðàâíåíèå ýôôåêòèâíîñòè ìåòîäîâ ïîëó÷åíèÿ
ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûõ êàðäèîìèîöèòîâ ÷åëîâåêà. Êëåòî÷-
íàÿ òðàíñïëàíòîëîãèÿ è òêàíåâàÿ èíæåíåðèÿ. 8 (2) : 47—55.
(Khudiakov A. A., Kurapeev D. I., Kostareva A. A., Malashiche-
va A. B. 2013. Comparison of different methods for generation of
functional human cardiomyocytes. Cell. Transplant. Tissue Eng. 8
(2) : 46—54.)

Awad M. M., Calkins H., Judge D. P. 2008. Mechanisms of di-
sease: molecular genetics of arrhythmogenic right ventricular dysp-
lasia/cardiomyopathy. Nature Clin. Pract. Cardiovasc. Med. 5 :
258—267.

Basso C., Thiene G., Corrado D., Angelini A., Nava A., Valen-
te M. 1996. Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy.
Dysplasia, dystrophy or myocarditis? Circulation. 94 : 983—991.

Caspi O., Huber I., Gepstein A., Arbel G., Maizels L., Bou-
los M., Gepstein L. 2013. Modeling of arrhythmogenic right ventri-
cular cardiomyopathy with human induced pluripotent stem cells.
Circ. Cardiovasc. Genet. 6 : 557—568.

Chen S. N., Gurha P., Lombardi R., Ruggiero A., Willer-
son J. T., Marian A. J. 2014. The hippo pathway is activated and is
a causal mechanism for adipogenesis in arrhythmogenic cardiomy-
opathy. Circ. Res. 114 : 454—468.

Corrado D., Basso C., Thiene G., McKenna W. J., Davi-
es M. J., Fontaliran F., Nava A., Silvestri F., Blomstrom-Lundq-
vist C., Wlodarska E. K., Fontaine G., Camerini F. 1997. Spectrum
of clinicopathologic manifestations of arrhythmogenic right ventri-

cular cardiomyopathy/dysplasia: a multicenter study. J. Amer. Coll.
Cardiol. 30 : 1512—1520.

Delva E., Tucker D. K., Kowalczyk A. P. 2009. The desmoso-
me. Cold Spring Harbor Perspect. Biol. 1. Cold Spring Harbor; doi:
10.1101/cshperspect.a002543.

Franke W. W., Borrmann C. M., Grund C., Pieperhoff S. 2006.
The area composita of adhering junctions connecting heart muscle
cells of vertebrates. I. Molecular definition in intercalated disks of
cardiomyocytes by immunoelectron microscopy of desmosomal
proteins. Eur. J. Cell Biol. 85 : 69—82.

Fuerer C., Nusse R. 2010. Lentiviral vectors to probe and ma-
nipulate the Wnt signaling pathway. PLoS ONE. 5 : 1—7.

Garcia-gras E., Lombardi R., Giocondo M. J., Willerson J. T.,
Schneider M. D., Khoury D. S., Marian A. J. 2006. Suppression of
canonical Wnt/b-catenin signaling by nuclear plakoglobin recapitu-
lates phenotype of arrhythmogenic right ventricular cardiomyopa-
thy. J. Clin. Invest. 116 : 2012—2021.

Gerull B., Heuser A., Wichter T., Paul M., Basson C. T.,
McDermott D. A., Lerman B. B., Markowitz S. M., Ellinor P. T.,
MacRae C. A., Peters S., Grossmann K. S., Drenckhahn J., Miche-
ly B., Sasse-Klaassen S., Birchmeier W., Dietz R., Breithardt G.,
Schulze-Bahr E., Thierfelder L. 2004. Mutations in the desmosomal
protein plakophilin-2 are common in arrhythmogenic right ventri-
cular cardiomyopathy. Nat. Genet. 36 : 1162—1164.

Heuberger J., Birchmeier W. 2010. Interplay of cadherin-me-
diated cell adhesion and canonical Wnt signaling. Cold Spring Har-
bor. Perspect. Biol. 2; doi: 10.1101/cshperspect.a002915.

Kim C., Wong J., Wen J., Wang S., Wang C., Spiering S.,
Kan N. G., Forcales S., Puri P. L., Leone T. C., Marine J. E., Cal-

874 À. À. Õóäÿêîâ è äð.

Ðèñ. 4. Âëèÿíèå PKP2 äèêîãî òèïà è ìóòàíòíîãî PKP2 íà ìèøåíè ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt ïðè êàðäèîìèîöèòàðíîé äèôôåðåíöè-
ðîâêå èÏÑÊ.

à—ã — ýêñïðåññèÿ ãåíîâ-ìèøåíåé êàíîíè÷åñêîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt íà 7-å ñóò êàðäèîìèîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêè èÏÑÊ. WT — ëèíèè
èÏÑÊ, íåñóùèå PKP2 äèêîãî òèïà, KR — ëèíèè èÏÑÊ, íåñóùèå PKP2 ñ ìóòàöèåé K859R, delT — ëèíèè èÏÑÊ, íåñóùèå PKP2 ñ ìóòàöèåé delT
c.23321, KR + delT — ëèíèè èÏÑÊ, íåñóùèå PKP2 ñ ìóòàöèÿìè K859R è delT c.23321, ÀÊÏÆ + WT — ëèíèè èÏÑÊ îò ïàöèåíòà ñ ÀÊÏÆ, òðàíñäóöè-

ðîâàííûå PKP2 äèêîãî òèïà.



kins H., Kelly D. P., Judge D. P., Chen H.-S. V. 2013. Studying ar-
rhythmogenic right ventricular dysplasia with patient-specific
iPSCs. Nature. 494 : 105—110.

Leckband D. E., le Duc Q., Wang N., de Rooij J. 2011. Mecha-
notransduction at cadherin-mediated adhesions. Curr. Opin. Cell
Biol. 23 : 523—530.

Li J., Swope D., Raess N., Cheng L., Muller E. J., Radice G. L.
2011. Cardiac tissue-restricted deletion of plakoglobin results in
progressive cardiomyopathy and activation of beta-catenin signa-
ling. Mol. Cell. Biol. 31 : 1134—1144.

Lombardi R., Marian A. J. 2011. Molecular genetics and pat-
hogenesis of arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy: a
disease of cardiac stem cells. Pediatr. Cardiol. 32 : 360—365.

Ma D., Wei H., Lu J., Ho S., Zhang G., Sun X., Oh Y.,
Tan S. H., Ng M. L., Shim W., Wong P., Liew R. 2013. Generation
of patient-specific induced pluripotent stem cell-derived cardiomy-
ocytes as a cellular model of arrhythmogenic right ventricular car-
diomyopathy. Eur. Heart J. 34 : 1122—1123.

Mummery C., Ward-van Oostwaard D., Doevendans P., Spij-
ker R., van den Brink S., Hassink R., van der Heyden M., Opthof T.,
Pera M., de la Riviere A. B., Passier R., Tertoolen L. 2003. Diffe-

rentiation of human embryonic stem cells to cardiomyocytes: role
of coculture with visceral endoderm-like cells. Circulation. 107 :
2733—2740.

Oxford E. M., Danko C. G., Fox P. R., Kornreich B. G., Moi-
se N. S. 2014. Change in b-catenin localization suggests involve-
ment of the canonical wnt pathway in boxer dogs with arrhythmo-
genic right ventricular cardiomyopathy. J. Vet. Intern. Med. 28 :
92—101.

Thiene G., Nava A., Corrado D., Rossi L., Pennelli N. 1988.
Right ventricular cardiomyopathy and sudden death in young peop-
le. N. Engl. J. Med. 318 : 129—133.

Zhurinsky J., Shtutman M., Ben-Ze’ev A. 2000. Differential
mechanisms of LEF/TCF family-dependent transcriptional activati-
on by beta-catenin and plakoglobin. Mol. Cell. Biol. 20: 4238—
4252.

Zuk P. A., Zhu M., Mizuno H., Huang J., Futrell J. W.,
Katz A. J., Benhaim P., Lorenz H. P., Hedrick M. H. 2001. Multili-
neage cells from human adipose tissue: implications for cell-based
therapies. Tissue Eng. 7 : 211—226.

Ïîñòóïèëà 17 VIII 2015

THE EFFECT OF PLAKOPHILIN-2 GENE MUTATIONS ON ACTIVITY

OF THE CANONICAL Wnt SIGNALING PATHWAY
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Plakophilin-2 is a desmosomal protein encoded by PKP2 gene. Desmosomal proteins are usually conside-
red as structural proteins with the main function of maintaining intercellular interactions. Genetic studies revea-
led that mutations in desmosomal genes could lead to arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy, heart
disease characterized by substitution of cardiomyocytes by adipose and fibrotic tissue predominantly in right
ventricle. Wnt signaling pathway is one of the signal transduction pathways which could be involved in the for-
mation of the pathology. The purpose of this study was to investigate Wnt activity changes caused by PKP2
mutations during adipogenic and cardiomyogenic differentiation. We used multipotent mesenchymal stromal
cells and iPS cells generated from patient carrying PKP2 gene mutation. We show that Wnt activity is lower in
the cells with mutant PKP2. This data indicate a possible signaling role of plakophilin-2 by regulating Wnt acti-
vity.

K e y w o r d s: plakophillin, Wnt signaling, mutations.

Âëèÿíèå ìóòàöèé â ãåíå ïëàêîôèëëèíà-2 íà àêòèâíîñòü êàíîíè÷åñêîãî ïóòè Wnt 875


