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кардіоміоцитів свідчить про те, що активація ка-
нонічного Wnt-сигналінгу та β-катеніну є необ-
хідною умовою розвитку гіпертрофії кардіомо-
цитів [9–13]. Однак на противагу згаданим ро-
ботам, Baurand та співавтори [14] показали, що 
експериментальний нокаут гена β-катеніну у до-
рослому серці призводить до спонтанної гіпер-
трофії міокарда. Варто зауважити, що β-катенін 
є основним медіатором канонічного Wnt-сиг-
нального шляху, стабілізована форма якого, по-
трапляючи в ядро клітин, зв’язується з транс-
крипційними факторами TCF/LEF і активує екс-
пресію генів-мішеней [10, 15]. Компоненти цього 
сигнального шляху активно вивчають як потен-
ційні мішені при терапії гіпертрофії міокарда і 
розвитку фіброзу після інфаркту міокарда. 

Отже, метою нашої роботи було дослідити 
участь β-катеніну у регуляції активності метабо-
лізму та гіпертрофії за умов спрямованої делеції 
одного алеля гена β-катеніну в кардіоміоцитах. 

Матеріали і методи
Для отримання кардіоспецифічної деле-

ції гена-мішені (β-катеніну) схрещували мишей, 
що експресують бактеріальну Cre-рекоміназу під 
контролем промотора важкого ланцюга α-міози-
ну ((αMHC)-Cre) і гетерозиготних за умовним 
нокаутом β-катеніну ((aMHC)-Cre; β-catflox/wt), із 
тваринами, гомозиготними за умовним нокаутом 
β-катеніну (β-catflox/flox) [16]. Новонароджених тва-
рин генотипували згідно зі стандартними прото-
колами. 

Трансгенні тварини були люб’язно надані 
доктором Міхаелем Шнайдером (Медичний ко-
ледж, Байлор, США). Тварини, гомозиготні за 
умовним нокаутом β-катеніну (β-cateninflox/flox), 
були отримані із Джексон лабораторії (Jackson 
Laboratories, США).

Серця новонароджених тварин для отри-
мання первинних культур кардіоміоцитів лізу-

Захворювання серцево-судинної  системи 
становлять загрозу добробуту сучасного су-
спільства і призводять до значної частки випад-
ків смертності та інвалідності в Україні та у світі 
[1]. З огляду на вагомий соціальний та економіч-
ний ефект захворювань серцево-судинної систе-
ми привертають увагу дослідження молекуляр-
но-генетичних механізмів виникнення та розвит-
ку цих захворювань. Відомо, що серцевий м’яз 
виконує роботу безперервно протягом усього 
життя організму, а за умов дії стресів, різноманіт-
них зовнішніх та внутрішніх чинників долає пе-
ренавантаження, пристосовується до стресових 
умов, зазнає перебудов не лише на фізіологічно-
му, а й перш за все на молекулярно-генетичному 
рівні [2, 3]. І саме розуміння цих молекулярно-ге-
нетичних механізмів та основних рушійних сил, 
тобто сигнальних механізмів, клітин серця ма-
ють принципове значення і для розвитку наших 
знань про механізми серцевих патологій, і для 
розвитку нових методів як діагностики, так і лі-
кування.

Канонічний Wnt/β-катеніновий сигналь-
но-регуляторний шлях залучений до контролю 
проліферації, диференціювання, виживання та 
міграції клітин, у тому числі і кардіоміоцитів, 
серцевих фібробластів, ендотеліальних клітин 
та гладеньких м’язів судин. Із використанням но-
каутних тварин та стовбурових клітин з’ясовано 
важливу функцію цього сигналінгу і βкатені-
ну, зокрема, у регуляції кардіогенезу [4–6]. Відо-
мо, що при розвитку патології дорослого міокар-
да (гіпертрофія, серцева недостатність та ін.) від-
бувається ембріонілізація серця, тобто активація 
генів, що експресуються в ембріональному серці 
[7, 8]. Цікаво, що роль Wnt/β-катенінового сиг-
нально-регуляторного шляху в розвитку перебу-
дов міокарда є до кінця не з’ясованою і дискутив-
ною. Низка експериментальних робіт із викорис-
танням як тваринних моделей, так і ізольованих 
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активує транскрипцію таргетних генів каноніч-
ного Wnt-сигнального шляху [21]. Окрім того, 
було з’ясовано, що LiCl здатен спричиняти гіпер-
трофію клітин гладеньких м’язів дихальних шля-
хів [22] та клітин серцевої трубки [23]. Також у 
своїй роботі ми використали H2O2 у концентрації 
50 мкМ як агент, що здатен модулювати актив-
ність метаболізму кардіоміоцитів [19, 20].

Статистичну обробку результатів проводи-
ли за допомогою програмного забезпечення Ori-
gin 8.1: обраховували стандартне відхилення та 
проводили дисперсійний аналіз первинних да-
них.

Результати та обговорення
Зважаючи на літературні дані, канонічний 

Wnt-сигналінг та його основний медіатор β-ка-
тенін мають важливе значення у регуляції не 
лише кардіогенезу, а й у перебудові дорослого 
серця. Таке припущення підтверджується і на-
шими попередніми дослідженнями, де з вико-
ристанням умовного нокауту одного алеля гена 
β-катеніну ми виявили не лише затримку розвит-
ку дорослого серця та активацію фетальних ге-
нів у мутантних тварин, а й пригнічення кано-
нічного Wnt-сигналінгу. Варто зауважити, що на 
морфологічному рівні серця тварин дикого типу 
та тварин з делецією одного алеля гена β-кате-
ніну не відрізнялися [24, 25]. Тож для з’ясуван-
ня ролі канонічного Wnt-сигналінгу і β-катеніну 
в активності метаболізму та гіпертрофічному ро-
сті кардіоміоцитів ми вирішили провести серію 
дослідів із використанням ізольованих кардіомі-
оцитів. Кардіоміоцити дикого типу з частковою 
та повною втратою гена β-катеніну отримували із 
сердець новонароджених тварин відповідних ге-
нотипів і стимулювали розчинами LiCl та Н2О2. 

На матеріалі результатів МТТ-тесту був про-
ведений двофакторний дисперсійний аналіз, що 
виявив статистично вірогідний (р≤0,05) вплив як 
генотипу (η2=0,59), так і характеру експеримен-
тальної обробки клітин (η2=0,13), а також і спіль-
ний вплив цих обох чинників (η2=0,08) на актив-
ність метаболізму первинної культури кардіомо-
цитів.

Так, за відсутності впливу хімічних чин-
ників гетерозиготна делеція гена β-катеніну не 
впливала на рівень активності метаболізму клі-
тин за умов експерименту (рис. 1, контроль). Од-
нак клітини з повною втратою гена β-катеніну 
демонстрували суттєве зниження такої актив-
ності, що свідчить про важливу роль β-катені-
ну у рості та проліферації кардіоміоцитів (рис. 1, 

вали методом холодної трисинізації у комбіна-
ції з механічною дезінтеграцією [16]. Первинні 
культури кардіоміоцитів висівали на 12-лункові 
планшети, вирощували протягом 4–6 днів у се-
редовищі DMEM із 10% ембріональної сироват-
ки ВРХ за стандартних умов (5% CO2, 37 °C), 
після чого отримані культури використовували 
на 1 пасажі для дослідження активності метабо-
лізму культури кардіоміоцитів та морфологічно-
го аналізу клітин. В експерименті досліджува-
ли первинні культури кардіоміоцитів дикотип-
них тварин, гетерозиготних за геном β-катеніну 
тварин, а також тварин з повним нокаутом гена 
β-катеніну. Для дослідження активності метабо-
лізму кардіоміоцитів застосовували класичну ме-
тодику МТТ-тесту [17]. Отримані суспензії клі-
тин відповідних генотипів розсівали на 96-лун-
кові планшети і вирощували за стандартних умов 
(5% CO2, 37 °C) в середовищі DMEM з 0,5% емб-
ріональної сироватки ВРХ протягом 3 днів. Крис-
тали формазану розчиняли в DMSO і вимірюва-
ли поглинання при довжині хвилі 620 нм на при-
ладі ELX 800 (BioTek Instruments, США).

В якості диференціального забарвлення кар-
діоміоцитів проводили PAS-реакцію. Ця реак-
ція специфічно профарбовує клітини, що містять 
включення глікогену, що є типовим для м’язової 
тканини, оскільки відомо, що близько 2% маси 
кардіоміоциту складає глікоген, що відіграє важ-
ливу роль в енергетичному метаболізмі клітини. 
PAS-реакцію проводили згідно зі стандартним 
протоколом [18].

Для проведення морфологічного аналізу 
культури первинних кардіоміоцитів розсівали на 
покривних скельцях та проводили обробку аген-
тами. На третю добу експерименту клітини фік-
сували в парах 37% параформальдегіду і профар-
бовували гематоксиліном-еозином за стандарт-
ною методикою [19, 20]. Профарбовані клітини 
фотографували за допомогою PrimoStar (Carl 
Zeiss, Німеччина) та обробляли за допомогою 
програми AxioVision. При проведенні аналізу 
враховували такі параметри: кількість ядер, дов-
жину, ширину, площу, співвідношення довжина/
ширина. На кожен варіант брали параметри не 
менше ніж 100 клітин.

Для розвитку гіпертрофії культури клі-
тин стимулювали хлоридом літію у концентра-
ції 20 мМ. Відомо, що хлорид літію специфіч-
но інгібує активність кінази глікоген-синтази 3 
(GSK3b) і таким чином призводить до знижен-
ня рівня деградації цитоплазматичного β-катені-
ну. Вивільнений білок транслокується в ядро й 
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водню здатний модулювати активність метабо-
лізму кардіоміоцитів залежно від концентра-
ції агента [19, 20]. У своїй роботі ми застосува-
ли найнижчу порогову концентрацію агента, що 
спричиняє апоптоз кардіоміоцитів. Експеримен-
тально показано, що Н2О2 спричиняє апоптоз 
кардіомоцитів, опосередковано активуючи JNK, 
кіназу р38, АКТ та ERK1/2 [19]. Під час робо-
ти ми дійсно спостерігали зменшення активності 
метаболізму кардіоміоцитів усіх досліджуваних 
генотипів за умови дії Н2О2. Цікаво однак, що за 
умови делеції лише одного алеля гена β-катеніну 
зменшення активності метаболізму клітин було 
меншим, ніж у дикотипних клітин під впливом 
Н2О2 (рис. 1, Н2О2). 

На наступному етапі роботи ми провели 
морфологічний аналіз клітин серця за контроль-
них умов та за умов індукції гіпертрофії хлори-
дом літію (рис. 2). В популяції клітин серця зу-
стрічалися клітини різної морфології, зокрема, 
особливу увагу ми приділяли клітинам з двома 
ядрами, оскільки відомо, що це кардіоміоцити, 
які досягли термінальної диференціації [27].

За результатами морфологічного аналі-
зу ми можемо відзначити площу клітин як най-
більш показовий для нашого експерименту пара-
метр оцінки рівня індукції гіпертрофії, тому саме 
цей параметр було піддано детальнішому аналі-
зу. При аналізі всієї клітинної популяції не було 
виявлено жодних статистично вірогідних законо-
мірностей щодо впливу генотипу чи експеримен-
тальних чинників на морфологію клітин. Проте 
оскільки гетерогенність клітинної популяції була 
дуже значною і це могло приховати певні існу-

Рис. 2. Морфологія кардіоміоцитів, введених у пер-
винну культуру (перший пасаж). А – гематоксилін-е-
озинове забарвлення кардіоміоцитів (40×). 1, 4 – 
кардіоміоцити дикотипних тварин; 2, 5 – кардіоміо-
цити тварин з делецією одного алеля гена β-катеніну; 
3, 6 – кардіоміоцити тварин з повною делецією гена 
β-катеніну. Верхній ряд – варіант без обробки. Ниж-
ній ряд – після 3-денної обробки хлоридом літію. 
Б – якісна реакція на визначення кардіоміоцитів 

(10×)

контроль). При обробці клітин хлоридом літію 
спостерігали підвищення активності метаболіз-
му культури кардіоміоцитів дикого типу порів-
няно з контрольним варіантом без обробки. Це 
цілком логічно, оскільки LiCl активує сигнальну 
функцію β-катеніну, а останній регулює низку ге-
нів, залучених до контролю синтезу ДНК, білка 
та проліферації [21]. Результат, отриманий нами 
при обробці клітин з делецією одного алеля гена 
β-катеніну, підтвердив припущення про залучен-
ня β-катеніну у регуляцію росту післянатально-
го серця, оскільки за цих умов спостерігали зни-
ження активності метаболізму клітин (рис. 1, 
LiCl). Варто зауважити, що LiCl здатен індукува-
ти гіпертрофію клітин і одним з механізмів такої 
дії, вочевидь, є фосфорилювання головного ком-
понента деградувального комплексу – GSK3b та 
вивільнення β-катеніну з подальшою транслока-
цією в ядро та активацією генів-мішеней остан-
нього. Клітини з повною втратою β-катеніну ніяк 
не реагували на дію LiCl, що узгоджується з по-
передніми даними. А саме, раніше нами показа-
но, що повна втрата β-катеніну в ембріонально-
му серці хоч і не призводила до виражених мор-
фологічних вад, однак спричиняла летальність у 
новонароджених тварин і в пізньому ембріогене-
зі [26].

Стимуляція клітин пероксидом водню зни-
жувала рівень активності метаболізму культу-
ри кардіоміоцитів усіх досліджених генотипів 
порівняно з контролем за умов експерименту 
(рис. 1, Н2О2). Як було зазначено вище, пероксид 

Рис. 1. Дослідження активності метаболізму куль-
тури клітин первинних кардіоміоцитів за умови ін-
дукції гіпертрофії хлоридом літію та пероксидом 
водню: контроль – первинні кардіоміоцити без об-
робки; LiCl – первинні кардіоміоцити тварин, обро-
блені хлоридом літію; H2O2 – первинні кардіоміоци-

ти тварин, оброблені пероксидом водню
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нення вираженого піку розподілу (η2=0,25). Це 
може вказувати на те, що у клітинах, в яких рі-
вень β-катеніну знижений, відбуваються пору-
шення канонічного Wnt-сигналінгу, які вплива-
ють на дозрівання кардіоміоцитів (формування 
двоядерних КМ) у таких клітинах. Це спостере-
ження, однак, вимагає подальших досліджень.

У результаті проведеної роботи показа-
но, що повна втрата гена β-катеніну спричиняє 
максимальне зниження активності метаболізму 
культури кардіоміоцитів, тоді як дефіцит гена 
β-катеніну призводить до затримки розвитку гі-
пертрофічної відповіді. Морфологічний аналіз 
клітин виявив, що як повна, так і часткова втра-
та гена β-катеніну призводили до зміни характе-
ру розподілу двоядерних кардіоміоцитів за пло-
щею клітини, що виражається у збільшенні част-
ки клітин з середнім значенням показника при 
одночасному зниженні частоти клітин з малою 
площею.

ючі закономірності, було окремо проаналізовано 
найбільш цікавий клас, а саме двоядерні клітини. 
Аналіз розподілу частоти зустрічності клітин з 
двома ядрами залежно від їхньої площі, проведе-
ний за допомогою дисперсійного аналізу, виявив 
деякі статистично вірогідні (р≤0,05) закономір-
ності (рис. 3). Так, виявлено тенденцію до зсуву 
піку кривої залежно від генотипу (η2=0,53): якщо 
в дикотипних кардіоміоцитах максимум розподі-
лу припадав на класи клітин з найменшою пло-
щею, то в кардіоміоцитах з повним нокаутом 
гена β-катеніну максимум зміщувався вправо, 
до класів із середнім значенням цього параме-
тру. Розподіл кардіоміоцитів, гетерозиготних за 
нокаутним геном, мав проміжний характер. Од-
нак при дії хлориду літію характер розподілу змі-
нювався: в клітинах, що несли мутацію за геном 
β-катеніну, максимальні частоти спостерігалися 
в класах клітин із середнім значенням площі, а у 
кардіоміоцитів дикого типу спостерігалося зник-

Рис. 3. Криві розподілу частоти зустрічності двоядерних кардіоміоцитів залежно від їхньої площі. Class – кла-
си, на які було розбито сукупність вимірювань площі, де 0 відповідає класу клітин з найменшою площею, а 
15 – з найбільшою площею. 2-nuclear cell frequency – розподіл частоти зустрічності 2-ядерних клітин, WT – 
дикотипні тварини, +/– – тварини, гетерозиготні за геном β-катеніну, +/+ – тварини з повною делецією гена 

β-катеніну, 0 – варіанти без обробки, LiCl-treated – варіанти клітин, оброблені хлоридом літію

Вплив делеції гена β-катеніну на морфологію та фізіологію кардіоміоцитів за умов дії стимуляторів гіпертрофії
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Автори вдячні за фінансову підтримку ці-

льовій комплексній міждисциплінарній програ-
мі наукових досліджень НАН України «Молеку-
лярні та клітинні біотехнології для потреб меди-
цини, промисловості та сільського господарства» 
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Отже, можемо зробити висновок, що сиг-
нальна функція β-катеніну є принципово важли-
вою не лише для ембріонального розвитку сер-
ця, а й для його післянатального росту, змін ак-
тивності метаболізму культури кардіоміоцитів та 
розвитку гіпертрофії.
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THE EFFECT OF β-CATENIN DELETION ON MORPHOLOGY AND PHYSIOLOGY  
OF CARDIOMYOCYTES UNDER THE CONDITIONS OF HYPERTROPHY STIMULATION
Aim. The investigation of β-catenin signaling function during cardiomyocyte hypertrophy development under the one 
allele of β-catenin conditional cardiospecific knock-out condition was the aim of present work. Methods. The heart 
of new-born trangenic and wild-type animals were used for the primary culture isolation. The physiological activity 
was evaluated with MTT-test. The primary cardiomyocytes were H&E stained and morphological parameters were 
measured. Results. The physiological activity elevation was detected for wild-type and haploinsufficient animals after 
lithium chloride treatment comparing to control cells in MTT-test. The inhibition of physiological activity was detected 
for all genotypes comparing to controls. The binucleated cells distribution was shown to differ between the control and 
LiCl-treated cells. Also the frequency of binucleated cells tended to increase for mutants comparing to controls after 
canonical Wnt stimulation with LiCl. Conclusions. The deletion of β-catenin leads to disruptions in cell morphology 
and physiology in postnatal cardiovyocytes and attenuated cell hypertrophy development possibly due to canonical Wnt-
signaling inhibition.
Keywords: hypertrophic stimuli, β-catenin haploinsufficiency, β-catenin deletion, canonical Wnt-signaling.
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