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Формування та розвиток серця вищих 

хребетних перебуває під контролем низки сиг-

нально-регуляторних каскадів, включаючи 

Nodal/Activin, FGF та BMP  2,5,6. Протягом оста-

нніх років, доведено, що до важливих регулято-

рів розвитку та формування серця належить і 

канонічний Wnt-сигналінг [1, 2]. Низка експе-

риментальних робіт in vitro та in vivo із застосу-

ванням різноманітних модельних об’єктів дещо 

пролили світло на складну та багаторівневу 

участь Wnt/β-катенінового сигналінгу у зазна-

ченому процесі. Мутації або порушення експре-

сії компонентів канонічного Wnt-сигналінгу 

можуть спричиняти різноманітні порушення 

розвитку ембріону та серця. Як відомо, Wnt-

сигналінг відіграє важливу функцію у підтри-

манні та експансії кардіальних прогеніторних 

клітин на початкових стадіях їхньої проліфера-

ції та розвитку серця. На відповідних стадіях 

кардіогенезу Wnt/β-катеніновий сигналінг по-

винен бути репресований для того, щоб відбу-

лася специфікація та диференціація кардіальних 

прогеніторних клітин у кардіоміоцити [3, 4]. 

Загалом вважаться, що Wnt/β-катеніновий сиг-

налінг пригнічується у пізньому кардіогенезі і 

не робить ніякого внеску у розвиток та ріст піс-

лянатального міокарду [3, 4]. У своїй роботі ми 

показали, що гомозиготна делеція гена β-ка-

теніну не спричиняє морфологічних вад серця 

та ембріону, однак призводить до пізньої ембрі-

ональної та післянатальної летальності остан-

ніх [5]. При аналізі дорослих тварин із гетерози-

готною делецією гена β-катеніну у ембріональ-

ному серці ми виявили затримку росту серця та 

підвищений рівень експресії гіпертрофічних 

(або фетальних) генів [6]. Із застосуванням ку-

льтури первинних кардіоміоцитів нам також 

вдалось виявити, що і повна і часткова втрата 

гена β-катеніну впливала на кількість двоядер-

них кардіоміоцитів та на ріст клітин у відповідь 

на гіпертрофічні стимули [7].  

Наші та літературні дані свідчать на ко-

ристь припущення, що канонічний Wnt сигна-

лінг має важливе значення не лише при ініціації 

кардіальної мезодерми та закладки нормального 

органу, а й у більш пізні терміни розвитку, а 

саме: при визріванні новонародженого органу, 

термінальному диференціюванні кардіоміоцитів 

та перемиканні серця з фетальної на дорослу 

генетичну програму. Тож у своїй роботі ми зо-

середилися на аналізі ембріональних та новона-

роджених сердець тварин із гетерозиготною 

втратою гена β-катеніну. 

 

Матеріали і методи 

Генерація новонароджених мишей із ге-

терозитною та гомозиготною делецією гена  

β-катеніну. Для отримання кардіоспецифічної 

делеції гена-мішені (β-катеніну) схрещували 

мишей, що експресують бактеріальну Cre-

рекомбіназу під контролем промотора важкого 

ланцюга α-міозину ((бMHC)-Cre) і гетерозигот-

них за умовним нокаутом β-катеніну ((aMHC)-

Cre; β-catflox/wt), із тваринами, гомозиготними за 

умовним нокаутом β-катеніну (β-catflox/flox) [8].  

Трансгенні тварини були люб’язно надані 

доктором Міхаелєм Шнайдером, Медичний ко-

ледж, Байлор, США. Тварини, гомозиготні за 

умовним нокаутом β-катеніну (β-cateninflox/flox), 

були отримані із Джексон лабораторії (Jackson 

Laboratories, USA). 

Генотипування, виділення ДНК, поліме-

разна ланцюгова реакція проводилися як описа-

но [9].  

Аналіз розвитку міокарду новонародже-

них тварин. Для оцінки розвитку серця новона-
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роджених тварин використовували індекс спів-

відношення маси серця/маси тіла (МС/МТ) [6]. 

Виділення РНК, синтез кДНК та ПЛР в 

реальному часі. Виділення тотальної РНК, син-

тез кДНК та реакцію ПЛP у реальному часі про-

водили, як описано раніше [6]. Аналізували рі-

вень експресії генів залучених до реалізації ка-

нонічного Wnt-сигналінгу: TСF-4 та Axin2; генів 

– мішеней канонічного Wnt-сигналінгу: c-Fos і 

CyclinD2; а також гена γ-катеніну, що є висого-

мологічним до β-катеніну. Як референсний ген 

використовували Gapdh. Праймери, які викори-

стовували для ПЛР в реальному часі, наведені в 

таблиці 1. У роботі використовували зразки ко-

нтрольних сердець (WT) та сердець із гетерози-

готною делецією β-катеніну (WT/CKO) на ста-

діях Р1-2 (1 або 2 доби після народження) та на 

пізніх стадіях ембріогенезу: Е14,5 (14,5 діб гес-

тації) і Е12, 5 (12,5 діб гестації). 

 
Таблиця 1. Праймери для ПЛР в реальному часі 

Ген Праймер прямий Праймер зворотній 

TСF-4 5’AACGGAACAGACAGTATAATGG3’ 5’CACAGGAGTTGAAGGATTGG3’ 

Axin2 5’GAGTAGCGCCGTGTTAGTGACT3’ 5’CCAGGAAAGTCCGGAAGAGGTATG3’ 

c-Fos 5’CCGACTCCTTCTCCAGCAT3’ 5’TCACCGTGGGGATAAAGTTG3’ 

CyclinD2 5’CCACAGATGTGAAGTTCATTTCCA3’ 5’GCAGTCCGGGTCACACTTG3’ 

γ-катенін 5’CCTGTGGACTCTGCGCAAT3’ 5’GACCAGGATCTTCAGCACACTCT3’ 

Gadph 5’CCACTCTTCCACCTTCGATG3’ 5’TCCACCACCCTGTTGCTGTA3’ 

 
Експресію генів представляли як ДCT, но-

рмалізовану відносно референтного гена 

GAPDH. CT кожного цільового гена вирахову-

вали з середнього значення ДCT контрольної 

групи. Різницю в кількості між дослідом і конт-

ролем розраховували використовуючи формулу 

2-ДДCT. 

Статистичну обробку даних проводили 

за допомогою теста Манна-Уітні з використан-

ням пакету STATISTICS 8.0. p < 0,05 вважали 

статистично достовірним. Усі значення пред-

ставлені у вигляді середнього ± стандартне від-

хилення. 

 

Результати та обговорення 

Ембріональний розвиток серця є резуль-

татом чітко злагодженої взаємодії цілої низки 

сигнальних каскадів, серед таких і канонічний 

Wnt-сигналінг [1, 2]. Основним медіатором ка-

нонічного Wnt-сигнального шляху є білок β-ка-

тенін, стабілізована форма якого потрапляючи в 

ядро клітин, зв’язується з транскрипційними 

факторами TCF/LEF і активує гени-мішені [10]. 

Окрім того, β-катенін має важливу структурну 

функцією, а саме він входить до складу адгери-

нових з’єднань (АЗ) і таким чином залучений до 

підтримання міжклітинної адгезії у тканині як 

ембріонального так і постнатального серця [11]. 

Оскільки повна втрата цього гена в ембріональ-

ному серці вже після формування першого та 

другого серцевих полів не спричиняла морфо-

логічних порушень його розвитку, ми вважаємо, 

що структурна функція β-катеніну не є критич-

ною для формування та росту ембріонального 

серця, починаючи з 10 доби гестації (Е10,5). 

Дійсно, втрата білка β-катеніну у структурі АЗ 

може бути компенсована іншим білком – γ-

катеніном, який, як відомо, має високий ступінь 

гомології із β-катеніном і може підтримувати 

формування не лише демосом, а й АЗ [12]. З ін-

шого боку, гомозиготна делеція гена β-катеніну 

в ембріональному серці спричиняла летальність 

таких ембріонів, починаючи з 16,5 доби гестації 

та одразу після народження, що свідчить про 

порушення іншої функції цього гена, а саме си-

гнальної [5]. Експерименти із застосуванням 

культури первинних кардіоміоцитів, підтвер-

джуються отриманими на тваринах результата-

ми, а саме: кардіоміоцити із повною втратою 

гена β-катеніну гинули у культурі, не утворю-

вали двоядерних кардіоміоцитів, та не реагува-

ли на гіпертрофічні стимули [7]. Усе це разом, 

свідчить про важливість канонічного Wnt-

сигналінгу та β-катеніну, зокрема на пізніх ста-

діях кардіогенезу та для розвитку і росту поста-

нального міокарда. Ми вважаємо, що порушен-

ня цього сигнального каскаду спричиняє і по-

рушення росту міокарда та перемикання його на 

дорослу генетичну програму, що є необхідною 

умовою його функціонування.  
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Ми проаналізували розвиток міокарда в 

нованароджених мишей на першу та/або другу 

добу життя (Р1-2) із застосуванням індексу 

співвідношення маси серця до маси тіла. Нами 

було виявлено, що гетерозиготна делеція гена  

β-катеніну в ембріональному серці спричиняє 

зменшення маси останнього у новонароджених 

тварин порівняно із контрольними зразками 

(рис. 1). Отримані дані узгоджуються із резуль-

татами аналізу тварин віком 1 та 3 місяці із де-

лецією однієї алелі гена β-катеніну, де ми також 

спостерігали зменшення маси серця порівняно 

із контрольними мишами [6].  
 

 
Рис. 1. Співвідношення маси серця до маси ті-

ла (HW/BW) у новонароджених мишей із гетерози-

готною делецією гена β-катеніну (CKO/WT) та у 

контрольних зразках (WT/WT) того ж віку (Р1-2). 

Кількість тварин у групах: 16 і 66 відповідно. 

 

За допомогою ПЛР у реальному часі ми 

також проаналізували і зміни рівнів експресії 

генів, залучених до реалізації канонічного Wnt-

сигналінгу (TСF-4 та Axin2), і генів що перебу-

вають під його регуляцією (c-Fos і CyclinD2). 

Аналіз ембріональних зразків сердець виявив, 

що в серцях WT ембріонів відбувається посту-

пове підвищення рівнів експресії генів TСF-4 та 

Axin2 з 12,5 по 14,5 добу ембріонального розви-

тку (рис. 2). Дані ПЛР у реальному часі стосов-

но експресії генів – мішеней канонічного Wnt-

сигналінгу c-Fos і CyclinD2 узгоджуються із по-

передніми результатами та також свідчать про 

активацію канонічного Wnt-сигналінгу у піз-

ньому ембріогенезі між 12,5 та 14, 5 добою роз-

витку. Цікаво, що у новонароджених серцях ко-

нтрольних тварин рівень експресії генів TСF-4 

та Axin2 зменшувався майже вдвічі порівняно із 

зразками на стадії розвитку Е14,5. Це свідчить 

про пригнічення активності Wnt у постнаталь-

ному серці до базального рівня і узгоджується із 

літературними даними. Однак, під час аналізу 

зразків сердець із гетерозиготною втратою гена 

β-катеніну нами було виявлено, що рівень екс-

пресії генів TСF-4, Axin2, c-Fos і CyclinD2 сут-

тєво, а іноді навіть вдвічі вищий, ніж такий у 

контрольних зразках новонароджених сердець 

та сердець на стадії Е14,5 (рис. 2). Загалом 

складається таке враження, що в ембріональних 

серцях із втратою одного алеля гена β-катеніну 

активація канонічного Wnt починається пізніше 

– з 14,5 доби розвитку і у постнатальному серці, 

однак рівень цієї активації суттєво вищий. І, 

незважаючи на це, серця з гетерозиготною де-

лецією мають меншу масу порівняно із контро-

льними серцями на Р1-2 (рис. 1) і навіть у доро-

слому віці цей показник нижчий [6].  

Вище ми вже зазначали, що у клітинах се-

рця експресується й інший білок, що здатен фу-

нкціонально компенсувати втрату β-катеніну – 

γ-катенін. Останнім часом накопичені дані і 

стосовно його можливої участі в регуляції акти-

вності канонічного Wnt-сигналінгу [13]. Тож ми 

припустили, що, ймовірно, у нашій моделі, за 

умови дефіциту β-катеніну, до регуляції актив-

ності канонічного Wnt залучається і γ-катенін 

також, ми проаналізували зміни рівнів експресії 

цього гена у досліджуваних зразках. Виявилось, 

що рівень експресії γ-катеніну був майже у дві-

чі нижчим в ембріональних серцях із гетерози-

готною делецією гену β-катеніну (рис. 3). І, на-

впаки, у постнатальному серці цей рівень був 

удвічі вищим (рис. 3). 

Отже, нами було виявлено, що у ембріо-

нальному серці канонічний Wnt-сигналінг, во-

чевидь, активується не лише для того, щоб від-

булася ініціація кардіальної мезодерми та піз-

ніше експансія прогеніторних кардіальних клі-

тин, а й для того, щоб на більш пізніх стадіях 

кардіогенезу, вже сформоване серце ембріона 

росло. Пригнічення цього сигнального каскаду 

у тварин із контрольним генотипом відбуваєть-

ся у постнатальному серці, ймовірно, це є необ-

хідною умовою для термінального диференцію-

вання кардіоміоцитів. Однак при порушенні 

функціонування канонічного Wnt-сигналінгу, а 

саме делеції одного алеля гена β-катеніну (ос-

новного транскрипційного ко-активатора Wnt), 

відбувається не лише затримка росту новонаро-

дженого серця, а й зміна кінетики активності 

Wnt. 
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Рис. 2. Кінетика активності Wnt/β-катенінового сигнального шляху у ембріональних (Е12,5 і Е14,5) та 

новонароджених серцях тварин контрольної групи (WT/WT) і тварин із гетерозиготною делецією гена β-

катеніну (CKO/WT). Кількість тварин у кожній групі – не менше 2. 

 

 

 
 
Рис. 3. Рівень експресії гена γ-катеніну в ембріональних (Е12,5 і Е14,5) та новонароджених серцях тва-

рин контрольної групи (WT/WT) і тварин із гетерозиготною делецією гена β-катеніну (CKO/WT). Кількість 

тварин укожній групі – не менше 2. 
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Сигналінг активується пізніше (Е14,5 – 

Р1-2), однак рівень цієї активності вищий, аніж 

у контролі. Окрім того, нам вдалось зареєстру-

вати підвищення рівня експресії гена γ-катеніну 

у новонароджених серцях.  

Ймовірно, останній бере участь у регулю-

ванні канонічного Wnt-сигналінгу у якості тран-

скрипційного ко-активатора, однак цього не до-

статньо, щоб новонароджене серце розвивалося 

як за нормальних умов. Згідно з літературними 

даними, γ-катенін дійсно може зв’язуватися із 

TCF4, і його локалізація була показана у ядрі 

клітин, однак попередні дані стосовно його сиг-

нальної функції досить суперечливі. Одні екс-

периментальні роботи свідчать на користь того, 

що γ-катенін здатен повністю підтримувати си-

гналізацію і компенсувати β-катенін [14], інші – 

що γ-катенін пригнічує Wnt залежну транскрип-

цію генів [15], ще інші – що γ-катенін має свої 

гени – мішені і це абсолютно змінює сенс кано-

нічного Wnt-сигналінгу [16]. Наша робота свід-

чить на користь останньої гіпотези, однак сиг-

нальна функція γ-катеніну та ідентифікація його 

генів-мішеней потребує більш глибокого аналі-

зу.  

 

Висновки  

Нами було показано активацію канонічно-

го Wnt-сигналінгу у пізньому кардіогенезі, а 

саме між 12,5 та 14, 5 добою ембріонального 

розвитку, і пригнічення цього каскаду у новона-

родженому серці. Виявлено, що гетерозиготна 

делеція транскрипційного ко-активатора Wnt-

сигналінгу гена β-катеніну спричиняє затримку 

росту новонародженого серця, порушення кіне-

тики канонічного Wnt і асоційована із підви-

щенням експресїї гена γ-катеніну у новонаро-

дженому серці. 
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HETEROZYGOS ELETION OF β-CATENIN IN EARLY CARDIOGENESIS ATTENUATED THE HEART 

GROWTH AND AFFECTED ON CANONICAL WNT KINETICS 

Aim. In our present work, we have analyzed newborn and embryonic heart under the β-catenin haploinsufficiency.  

Methods. Beta-catenin conditional knockout mice were bred with α-MHC-Cre transgenic mice. In such way we gener-

ate the β-catenin haploinsufficient new born (P1-2) and embryonic hearts (E12,5 an E14,5) With rtPCR using we ana-

lyze the canonical WNT signalling kinetics in embryonic and newborn hearts. Namely we have analyzed the level of 

TСF-4, Axin2, c-Fos and CyclinD2 genes expression .Beside of this we have studied the γ-catenin gene expression un-

der normal and β-catenin haploinsufficient conditions. Results. Cardiac β-catenin knockout leads attenuated newborn 

heart growth and associated with γ-catenin expression up-regulation. Canonical Wnt signalling activated in later cardi-

ogenesis (E12,5-14,5) in WT heart and downregulated in newborns. Conclusions. We have shown the importance of 

canonical Wnt during later cardiogenesis. Thus β-catenin haploinsufficiency leads to violation of WNT kinetic in latter 

embryos and attenuated the heart growth.  

Keywords: heart development, cardiogenesis, WNT signalling, β-catenin, γ-catenin. 


