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Структурна цілісність міокарду є необхідною умовою для підтримання його функціонування і за-
безпечується інтеркалярними дисками. Альфа-Е-катенін — важливий компонент адгеринових 
з’єднань дорослого міокарду, крім того протягом останніх років отримані поодинокі експериме-
нтальні данні про його можливу сигнально-регулятрону роль. Метою нашої роботи було дослі-
дити участь α-Е-катеніну у регуляції канонічного Wnt та HIPPO сигналінгів у дорослому серці. 
Матеріали і методи. Дослідження проводили із використанням мишей із умовним нокаутом α-
Е-катеніну та трансгених aMHC-Cre тварин. Зміни рівня експресії генів залучених до канонічно-
го Wnt та HIPPO сигналінгів аналізували за допомогою зворотньо-полімеразної ПЛР у реальному 
часі. Сигнальну активність канонічного Wnt досліджували за допомогою Вестерн-блот аналізу. 
Результати. Нами було показано що як гетерозиготна, так і гомозиготна делеція гену α-Е-
катеніну у ембріональному серці призводить до активації WNT/β-катенінового сигналінгу, а са-
ме підвищення рівня експресії генів c-Fos, c-Myc та Ctnnb1 та вмісту фосфорильованого білка 

GSK3у дорослому серці. Окрім того ми спостерігали і активацію HIPPO-сигнального шляху за 
умови втрати гену α-Е-катеніну, а саме підвищеня експресії генів Ctgf, Il1rl1, Tnfrsf1b, Aurka. Ви-
сновки. Ген α-Е-катеніну має важливу сигнально-регуляторну функцію у кардіоміоцитах дорос-
лого серця, а саме α-Е-катенін — регулює цитоплазматичний рівень основних транскрипційних 
активаторів канонічного Wnt- та HIPPO — сигнальних каскадів: β-катеніну та Yap обмежуючи 
їхню сигнальну активність. 
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ступ. Структурна цілісність міокарду та його функціональність забезпечується 
перш за все міжклітинною адгезією. У дорослому серці, міцний контакт між кардіо-
міоцитами формують інтеркалярні диски. До складу інтркалярних дисків входять 

адгеринові з’єднання, десмосоми, гібридні з’єднання та щилинні контакти. Кожне із цих 
з’єднань — макромолекулярний комплекс, який регулює функціонування міокарду як 
синцитію. Однак із розвитком наших уявлень про молекулярну біологію та генетику міо-
карду, стало зрозуміло, що білки, залучені до утворення інтеркалярних дисків, мають 
не лише структурну функцію а й сигнально-регуляторну. Так, наприклад відомо, що бі-
лок β-катенін не лише приймає участь у утворенні та підтриманні адгеринових з’єднань 
[1] а й є важливим регулятором канонічного Wnt сигналінгу. Значення останнього акти-
вно досліджується протягом останніх років. І нині відомо, що канонічний Wnt сигналінг 
та β-катенін є критичним регулятором кардіогенезу і перебудов дорослого міокарду [2].  

Інший білок, α-катенін, також залучений до підтримання міжклітинної адгезії, а са-
ме, поєднує адгериновий комплекс із актиновим цитоскелетом [1]. Як було показано, у 
серці експресується дві ізоформи α-катеніну: α-Е- та α-Т-катеніни, і класично їхню роль 
досліджували саме у контексті міжклітинної адгезії та підтриманні адгеринових з’єднань 
[3, 4]. Проте, роботи останніх років свідчать, що біологічна роль α-катеніну значно ши-
рша і не обмежується лише адгезією. Зокрема було показано, що делеція α-Е-катеніну 
у шкірі призводить до розвитку плоскоклітинної карциноми, що не пов’язано із пору-
шеннями міжклітинної адгезії [5]. При подальшому дослідженні було виявлено, що така 
делеція призводить до інгібування HIPPO-сигнального каскаду та активації його транс-
крипційного ко-активатора Yap.  
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Зокрема було встановлено, що α-катенін 
взаємодіє із білком 14-3-3 та секвеструє Yap у 
цитоплазмі [6] а його втрата призводить до іні-
ціації транскрипційної активності Yap та актива-
ції експресії генів-мішеней. Низка інших експе-
риментальних робіт виявила, що окрім цього, α-
катенін залучений і до модуляції активності 
канонічного WNT-сигналінгу. Цікаво, що отримані 
дані дещо суперечливі оскільки авторами було 
показано, що α-катенін може як активувати [7], так 
і інгібувати активність Wnt/β-катенінового сигналі-
нгу [8]. Однак, сигнальна функція α-катеніну у 
післянатальному серці лишається не з’ясованою. 
Раніше нами було показано, що ембріональна 
кардіоспецифічна делеція α-Е-катеніну не приз-
водить до порушень кардіогенезу та ембріональ-
ної летальності [9]. Однак при подальших спосте-
реженнях ми виявили, що як гетерозиготна так і 
гомозиготна делеції гену α-Е-катеніну призводять 
до передчасної загибелі мишей, можливо, внаслі-
док серцевої недостатності. Оскільки у таких тва-
рин ми спостерігали зростання маси серця та 
значний фіброз у тканині міокарда [10]. Відомо, 
що функціонування дорослого міокарду як і його 
адаптації до дії певних стресових чинників конт-
ролюється чисельними сигнально-регулятор-
нимии каскадами клітини. До таких відносять G-
білок пов’язаний рецептор, кальцінеурін/NFAT, 
MAPK, PI3K/AKT/mTOR сигнальний шлях [11], 
канонічний WNT сигналинг [2] та HIPPO-сигна-
лінги [12]. Порушення активності зазначених сиг-
нальних каскадів, та/або балансу між ними може 
призводити і до виникнення і розвитку тих чи ін-
ших серцевих патологій. 

Зважаючи на наші власні та літературні 
дані, ми припустили, що делеція α-Е-катеніну у 
ембріональному серці призводить до передчас-
ної летальності дорослих тварин саме через 
порушення функціонування певних сигнальних 
систем у кардіоміоцитах. А сам α-Е-катенін має 
принципово важливу функцію для розвитку піс-
лянатального серця не лише як структурний 
білок а й як медіатор сигнальних каскадів. 

Отже метою нашої роботи було проаналі-
зувати сигнальну функцію α-Е-катеніну у доро-
слому міокарді. Для цього ми дослідили актив-
ність HIPPO- та WNT/β-катенінового сигнальних 
шляхів у тварин при старінні за умови делеції 
гену α-Е-катеніну. 

Матеріали і методи 

Генерація мишей із гетерозитною та го-
мозиготною делеціє гена α-Е-катеніну. Гомо-
зиготних мишей у яких 2 екзон гена α-Е-катеніну 

фланкований LoxP-сайтами (Flox/Flox; aMHC-
Cre

-
) схрещували із мишами, які експресують 

Cre-рекомбіназу під контролем промотора гена 
важкого ланцюга міозина α (WT/WT; aMHC-Cre

+
). 

Потомство F1, що мало генотип: Flox/WT; aMHC-
Cre

+
 зворотньо схрещували із тваринами із гено-

типом: Flox/Flox; aMHC-Cre
-
. Отримане у резуль-

таті таких схрещувань потомство мишей F2 ви-
користовували в подальших дослідженнях, а 
саме: Flox/WT; aMHC-Cre

+
 — миші із гетерозигт-

ною делецією α-Е-катеніну, Flox/Flox; aMHC-
Cre

+
 — миші із гомозиготною делецією α-Е-

катеніну, Flox/WT; aMHC-Cre
- 

та Flox/Flox; 
aMHC-Cre

-
 — слугували у якості контрольної 

групи тарин. Варто зауважити, що aMHC-Cre 
експресується винятково в кардіоміоцитах почи-
наючи із 10,5 дня ембріонального розвитку [9]. У 
своїх дослідженнях ми використовували лише 
самців віком 10 місяців. 

Генотипування мишей. ДНК із кінчика хвос-
та використовувалась для генотипування. 
Виділення ДНК та полімеразна ланцюгова 
реакція (ПЛР) здійснювали за стандартними 
протоколами [13]. Для виявлення фланкова-
них LoxP-сайтами алелів гену α-Е-катеніну 
використовували наступну пару праймерів:  
5’CATTTCTGTCACCCCCAAAGACAC3’   i 
5’GCAAAATGATCCAGCGTCCTGGG3’ 
(Flox-алель — 350 п.н., WT-алель — 100 п.н.). 
aMHC-Cre-трансген виявли за допомогою наступ-
них праймерів: 5’GAACCTGAAGATGTTCGC-3’   
та  5’TACACCTCGGTGCTAACCAG3’ (430 п. н.). 

Дослідження рівня експресії генів-
мішеней HIPPO- та WNT/β-катенінового сиг-
нальних шляхів. Тотальну РНК виділяли із 
тканини лівого шлуночка за допомого innuSOLV 
RNA Reagent (Analytikjena) згідно рекомендацій 
виробника. Отриману РНК обробляли ДНКазою 
І та використовували для синтезу кДНК. Синтез 
кДНК здійснювали за допомогою First Strand 
cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific) згідно 
рекомендацій виробника. Реакцію ПЛР у реаль-
ному часі проводили із використанням суміші 
Maxima SYBR Green/Fluorescein qPCR Master-
Mix (Thermo Scientific) на приладі iCycler single-
color real-timePCR detection system (IQ5, 
BioRad). Аналізували зміну рівня експресії на-
ступних генів: гени-мішені HIPPO-сигнального 
шляху (Aurka, CTGF, Il1rl1, Tnfrsf1b) та гени-
мішені WNT/β-катенінового сигнального шляху і 
β-катеніну (Ctnnb1,с-Myc, c-Fos). В якості рефе-
ренсного гена використовували Gapdh. Прай-
мери, які використовували для ПЛР в реально-
му часі наведені в таблиці 1. 
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Таблиця 1. Праймери для ПЛР в реальному часі 

Ген Праймер прямий Праймер зворотній 

CTGF 5’CAAGGACCGCACAGCAGTT3’ 5’AGAACAGGCGCTCCACTCTG3’ 

Il1rl1 5’TGGGCTTTGGCAATTCTGACAC3’ 5’TAAGTCGAGCGTCCTCTTTGGG3’ 

Tnfrsf1b 5’CGCCTGCACTAAACAGCAGAAC3’ 5’TTGCTCAGCCTCATGCACTGTC3’ 

Aurka 5’GGGTGGTCGGTGCATGCTCCA3’ 5’GCCTCGAAAGGAGGCATCCTA3’ 

Ctnnb1 5’TGAATGGGAGCAAGGCTTTT3’ 5’CATTGCATACTGCCCGTCAA3’ 

c-Myc 5’GCCCCTAGTGCTGCATGAG3’ 5’CCACAGACACCACATCAATCTT3’ 

c-Fos 5’CCGACTCCTTCTCCAGCAT3’ 5’TCACCGTGGGGATAAAGTTG3’ 

Gadph 5’CCACTCTTCCACCTTCGATG3’ 5’TCCACCACCCTGTTGCTGTA3’ 

Примітки:  Дані зміни рівня експресії представляли за допомогою формули 2
-ΔΔСt

, де Ct — граничне значення циклу, ΔCt = 
Ct(досліджуваного гена) – Ct(Gapdh), a ΔΔCt = ΔСt(експеримент) – ΔСt(контроль). 

Виділення білка та Вестерн-блот ана-
ліз. Тканина шлуночків гомогенізували у 50 мМ 
HEPES (pH 7,4) буфері, що містить 2 мМ ети-
лендіамінтетраацетат, 1 % Nonidet P-40, 10 % 
гліцерлл, інгібітори протеаз (10 мкг/мкл лейпе-
птину, 5 мкг/мкл пепстатину А, 2 мкг/мкл апро-
тиніну, 1 мМ фенілметилсульфоніл флуорід) та 
інгібітори фосфатаз (1 мМ натрій ортованадат 
та 10 мМ натрій флуорид). Після чого центри-
фугували при 10500g протягом 20 хв. Концент-
рацію білка визначали за допомогою Bio-Rad 
Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), як 
стандарт використовували BSA. Визначали 
рівень фосфорильованої (8566, Cell Signaling) 
та тотальної GSK-3 (5676, Cell Signaling) у 
50 мкг білкових лізатів за допомогою специфі-
чних антитіл. Розділення білків проводили 
10 % поліакриламідному гелі в денатуруючих 
умовах. Потім білок переносили на PVDF мем-
брану (Millipore, Billerica, MA, USA). Візуаліза-
цію здійснювали за допогою хемілюмінесцент-
ного субстрату HR Substrate reagent (Millipore). 
Рівень фосфорильованої форми ділили на 
рівень тотальної GSK-3.  

Статистичну обробку даних проводили за 
допомогою теста Манна-Уітні з використанням 
пакету STATISTICS 8.0. p < 0,05 вважали ста-
тистично достовірним. Усі значення предтса-
влені у вигляді середнього ± стандартне від-
хилення. 

Результати та обговорення 

Альфа-катенін є важливим компонентом 
адгеринового комплексу, де він взаємодіючи із 
β-катеніном забезпечує міцний зв’язок N-
кадгерину та актинового цитоскелету [1]. Однак, 
як було з’ясовано протягом останніх років, фун-
кція цього білку значно ширша. Так було пока-
зано, що α-катенін здатен модулювати сигна-
льну активність HIPPO- та WNT/β-катенінового 

каскадів у клітинах епітелію та фібробластах [8, 
12]. Тобто α-катенін може регулювати зміни 
рівня експресії генів залучених до проліферації 
та росту клітин, синтезу білка, ДНК та інших. 
Раніше ми показали, що як гетерозиготна, так і 
гомозиготна делеція α-Е-катеніну у ембріона-
льному серці призводить до передчасної заги-
белі мишей та значних фіброзних заміщень 
кардіоміоцитів [10]. Окрім того, ми спостерігали 
гіпертрофічну відповідь у таких тварин віком 10 
місяців порівняно із контрольними мишами того 
ж віку. Тож, зважаючи на останні повідомлення 
про можливу участь білку α-Е-катеніну у регу-
ляції активності таких важливих для післяната-
льного міокарду сигнальних каскадів як HIPPO 
та канонічний WNT, ми вирішили проаналізува-
ти зміни активності цих каскадів за умов повної 
та часткової втрати гену α-Е-катеніну. 

При аналізі змін рівнів експресії гену β-
катеніну (Ctnnb1) та генів мішеней канонічно-
го WNT сигналінгу (c-Myc та с-Fos) із застосу-
ванням ПЛР у реальному часі ми спостерігали 
підвищений рівень експресії усіх проаналізо-
ваних генів (Рис. 1). Нами було виявлено де-
сятикратне зростання рівня експресії гена 
Ctnnb1 як у тварин із гетерозиготною делеці-
єю, так із гомозиготною делецією гена α-Е-
катеніну. Рівень експресії генів-мішеней ка-
нонічного WNT сигналінгу: c-Myc та с-Fos та-
кож зростав за умов експерименту, але лише 
підвищення експресії гена c-Myc було статис-
тично достовірним (Рис. 1). Варто також за-
уважити, що рівень експресії гена c-Myc у 
гомозигот із делецією α-Е-катеніну був стати-
стично достовірно вищий ніж у гетерозигот із 
делецією α-Е-катеніну. Отримані дані свід-
чать про активацію транскрипційної активності 
β-катеніну і канонічного WNT сигналінгу. 

Результат аналізу зміни рівня експресії 
генів узгоджується із результатами Western-
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blot аналізу (Рис. 2), де нами було показано, 
що за умов повної і часткової втрати гену α-Е-
катеніну у дорослому серці відбувається під-
вищення вмісту фосфорильованої неактивної 
форми білка GSK3β. Останній, як відомо є 
головним компонентом деградувального ком-
плексу для β-катеніну і фосфоритування 
GSK3β призводить до вивільнення та реалі-
зації сигнальної активності β-катеніну, що 
узгоджується із підвищеним рівнем експресії 
генів-мішеней c-Myc та с-Fos [14].  

 

Рис. 1. Зміна рівня експресії генів-мішеней канонічного Wnt-
сигнального шляху та його головного транскрипційного 
активатору β-катеніну у тварин із кардіоспецифічною гете-
розиготною та гомозиготною делецією гена α-Е-катеніну. 

Примітки : WT/WT — тварини контрольної групи; WT/CKO — 
тварини із гетерозиготною делецією α-Е-катеніну, CKO/CKO 
тварини із гомозиготною делецією гена α-Е-катеніну. Рівень 
експресії в контролі предствлений 1. * — р < 0,05 відносно 
контролю, ** — відносно тварин із гетерозиготною делецією α-
Е-катеніну. Кількість тварин у кожній групі — 3. 

 

Відомо, що WNT/β-катеніновий сигнальний 
шлях відіграє надзвичайно важливу роль в кар-
діогенезі, окрім того, його активація відбуваєть-
ся і при розвитку патологічних станів дорослого 
серця, а саме при гіпертрофії [1]. Тож, ймовірно, 
розвиток гіпертрофії у тварин із гомо- та гетеро-
зиготною делецією гену α-Е-катеніну у нашому 
експерименті [10], є наслідком активації каноні-
чного WNT. Дійсно, було показано, що α-катенін 
утворює комплекс із β-катеніном у ядрі інгібуючи 
утворення транскрипційно активного комплексу 
останнього із TCF/LEF [8]. Крім того α-катенін 
рекртує β-катенін до деградувального комплек-
су, де відбувається його фосфорилювання та 
подальший протеасомний протеоліз [8]. Тож 
делеція гену α-Е-катеніну у кардіомоіцитах 
призводить до зменшення контролю рівня цито-
плазматичного білка β-катеніну та підвищення 
його ядерної локалізації. Варто також зауважи-
ти, що іншими авторами було показано, що α-
катенін, за певних умов, сприяє ядерній транс-
локації β-катеніну та активує β-катенін — зале-
жну транскрипцію [7]. Ймовірно, характер взає-
модії α-катеніну та β-катеніну при регулюванні 
канонічного WNT сигналінгу може залежати від 
цілої низки факторів, а саме, від типу і стану 
клітини, та від того які саме ростові чи сигнальні 
молекули/фактори впливають на клітину. Од-
нак, цілком очевидно, що α-катенін здатен 
впливати на активність канонічного WNT сигна-
лінгу у кардіоміоцитах, а відтак і на цілу низку 
біологічних процесів у дорослому серці, і це 
потребує більш детального аналізу. Окрім генів 
мішеней канонічного WNT-сигналінгу ми проана-
лізували і стан HIPPO-сигнального каскаду, а 
саме зміни рівня експресії його генів-мішеней: 
CTGF, Il1rl1, Tnfrsf1b, Aurka у тарин із гетеро- та 
гомозиготною делецією гену α-Е-катеніну. 

 

Рис. 2. Вестерн-блот аналіз змін вмісту фосфорильованої неактивної GSK3 у серцях тварин із повною та частковою делецією 
гену α-Е-катеніну. 

Примітки:  WT/WT — тварини контрольної групи; a-cat WT/CKO — тварини із гетерозиготною делецією α-Е-катеніну; a-cat 
CKO/CKO — тварини із гомозиготною делецією гена α-Е-катеніну. у. о. — умовні одиниці, 1 у. о. — рівень у контрольних тва-
рин. Кількість тварин у кожній групі — 3. * — р < 0,05 відносно контролю. 
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У результаті, нами було показано підвищен-
ня експресії усіх досліджуваних генів, як у тварин 
із гетерозиготною делецією, так із гомозиготною 
делецією гена α-Е-катеніну (Рис. 3). Варто за-
уважити, що зростання експресії гену Il1rl1, є мар-
кером розвитку патології серця [15]. Окрім того, 
відомо, що HIPPO-сигнальний каскад регулює 
розмір кардіоміоцитів і серця [12], і активація рівня 
експресії його генів призводить до збільшення 
розмірів міоцитів серця та міокарда в цілому і 
зазвичай відбувається при розвитку гіпертрофії і 
аритмогенної кардіоміопатії правого шлуночка 
[16]. Експериментально було показано, що α-Е-
катенін взаємодіє із основним транскрипційним 
фактором HIPPO-сигналінгу, білком Yap, у цито-
плазмі і перешкоджає його транслокації у ядро [6]. 
Отже делеція гену α-Е-катеніну не лише призво-
дить до зниження контролю цитоплазматичного 
рівня β-катеніну, а й Yap. Усе разом це спричиняє 
підвищення транскрипційної активності останніх 
та рівня експресії їхніх генів — мішеней. 

Загалом, отримані нами дані, з одного бо-
ку пояснюють наявність гіпертрофічної відпові-
ді у тварин з частковою та повною тратою гену 
α-Е-катеніну, а з іншого — пояснюють появу 
масивних фіброзів та летальності у таких ми-
шей [10]. Саме втрата α-Е-катеніну спричиняє 
підвищення сигнальної активності канонічного 
WNT та Yap, що є причиною розвитку гіперт-
рофії, фіброзів та погіршення функції доросло-
го серця, що врешті решт і спричиняє леталь-
ність тварин із делеціює гену α-Е-катеніну. 

 

Рис. 3. Зміна рівня експресії генів-мішеней HIPPO-сиг-
нального шляху у тварин із кардіоспецифічною гетерозигот-
ною та гомозиготною делецією гена α-Е-катеніну. 

Примітки : WT/WT — тварини контрольної групи; WT/CKO — 
тварини із гетерозиготною делецією α-Е-катеніну; CKO/CKO — 
тварини із гомозиготною делецією гена α-Е-катеніну. Рівень 
експресії в контролі предствлений 1.* — р < 0,05 відносно 
контролю. Кількість тварин у кожній групі — 3. 

Висновки 

Делеція (як гетерозиготна, так і гомозигот-

на) α-Е-катеніну призводить до активації екс-

пресії генів-мішеней WNT/β-катенінового та 

HIPPO-сигнальних шляхів. Це може свідчити 

про важливу сигнальну функцію α-Е-катеніну у 

кардіоміоцитах дорослого серця, а саме α-Е-

катенін — регулює цитоплазматичний рівень 

основних транскрипційних активаторів зазначе-

них сигнальних каскадів: β-катеніну та Yap, об-

межуючи їхню сигнальну активність. 
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The structural integrity of the myocardium is necessary 

for heart function and maintains by intercalayted disks. 

Alpha-E-catenin — is important component of adherens 

junction in adult myocardium. In addition, during last time 

the possible signalling function of α-E-catenin was de-

scribed. The aim of our work was to investigate the α-E-

catenin regulatory function in canonical Wnt and HIPPO 

signalling in adult heart. Materials and methods. Our 

work was done with α-E-catenin conditional knockout 

mice and aMHC-Cre — transgenic animals using. 

Expression of genes involved in the canonical Wnt- and 

HIPPO signallings were analysed with rtPCR using. 

Canonical Wnt signalling activity was investigated by 

Western blot analysis. Result. We have shown that both 

heterozygous and homozygous deletion of α-E-catenin 

gene in the embryonic heart leads to activation of 

WNT/β-catenin signalling, namely we registered the 

higher level of c-Fos, c-Myc and Ctnnb1 genes expres-

sion and increasing of phosphorylated GSK3in adult 

heart. In addition, we observed the HIPPO-signaling 

pathway activation after α-E-catenin gene ablation, 

namely we observed increasing of Ctgf, Il1rl1, Tnfrsf1b, 

Aurka genes expression. Conclusions. α-E-catenin has 

an important signalling function in adult heart, namely α-

E-catenin regulates cytoplasmic level of main transcrip-

tional activators of the canonical Wnt- and HIPPO-

signalling cascades: β-catenin and Yap what leas to 

limiting their signalling activity. 

Keywords: α-E-catenin, β-catenin, HIPPO, Wnt-

signalling, gene expression, myocardium. 
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