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background. Wnt proteins are the key factors in many morpho‑
genetic processes including the regenerative process. Mammals 
compared with invertebrates are definitely limited in the ability to 
regenerate the damaged organs although they have the same con‑
servative molecules of Wnt signaling pathways. To activate regener‑
ative process using Wnt proteins it is essential to study the recovery 
process in model organisms ‑ echinoderms.
Methods. Holothurians were taken from Peter the Great Bay, Sea of 
Japan as well as from the Gulf of Nha Trang, South China Sea. Evis‑
ceration of the holothurians Eupentacta fraudatrix was induced by the 
injection of distilled water into the coelomic cavity. On the 3rd, 5th and 
7th day after evisceration the aqua pharyngeal complex rudiments and 
anterior area of recovering intestine were prosected. Holothurian Cla-
do labes schmeltzii was dissected in the middle part of the body into 
two fragments. The recovering intestine was prosected on the 14th 
and 24th day. In addition there were also the organisms engaged in 
the process of asexual reproduction (for the gene activity analysis the 
tissues from the fission spot have been studied). With the sequenc‑
ing of the transcripts in holothurians the presence of genes WNT1, 
WNT2, WNT4, WNT6, WNT7, WNT9, WNT10, WNT16 has been 
determined during regenerative process and asexual reproduction.
Results. In E. fraudatrix the genes expression WNT4, WNT6 occurred 
only at the late phases of regenerative process. In C. schmeltzii WNT2, 
WNT10, WNT16 activated at the early phases of recovery, WNT1, 
WNT2, WNT3, WNT4 and WNT7 – at the late phases. With asexual 
reproduction of C. schmeltzii the transcripts WNT1, WNT2, WNT4, 
WNT7, WNT10 have been revealed. The other members of Wnt sig‑
naling pathway have also been found: β‑catenin, frizzled, dishevelled.
Conclusions. The differences in the spectrum of Wnt signaling mol‑
ecules in various species of holothurians obviously reflect different 
morphogenesis mechanisms in their anterior and back body struc‑
tures. Identified WNT genes sequences have only 45–67 % of the 
similarity level with homologous genes of the sea urchin Strongylo-
centrotus purpuratus, which is explained by a large evolutionary gap 
between the sea urchins and holothurians. Perhaps in the studied 
processes WNT genes make a concentration gradient, thereby de‑
termining the organs’ rudiment areas or they directly control the re‑
generative process, making the cells to migrate and form the organs.
Keywords:  WNT genes, signaling pathways, morphogenesis, 

echinoderms.
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Основными активаторами молекулярных процессов 
в клетках являются сигнальные молекулы, запускаю‑
щие цепь внутриклеточных реакций и активирующие 
целевые гены. Примером таких сигнальных молекул 

могут служить белки семейства Wnt, которые участ‑
вуют в регуляции многих биологических процессов: 
формировании оси тела в эмбриогенезе, развитии ряда 
органов, регенерации и канцерогенезе.

Существуют три различных сигнальных пути, ко‑
торые активируют белки Wnt: канонический (передача 
сигнала в ядро с помощью β‑catenin), неканонический 
(без участия β‑catenin), а также Wnt/Ca2+‑путь (изме‑
нения концентрации внутриклеточного Са2+).

Сигнальный путь Wnt играет важную роль в раз‑
личных морфогенезах. В эмбриогенезе млекопитаю‑
щих, как и других позвоночных, гены WNT участвуют в 
формировании переднезадней оси тела [7]. Также бел‑
ки Wnt способны активировать миграцию опухолевых 
клеток, тем самым приводя к образованию метастазов 
[15]. У взрослых животных лиганды Wnt присутствуют 
при регенерации кожного эпителия, регенерации сет‑
чатки глаза, а также кончиков пальцев [5, 12, 14].

Регенеративные способности млекопитающих не‑
сравнимы с таковыми беспозвоночных, которые могут 
восстанавливать не только отдельные ткани и части 
органов, но и даже все тело из небольшого фрагмента. 
Все компоненты сигнальных путей Wnt представлены 
консервативными белками, которые присутствуют у 
большинства Metazoa – от гидры до человека, поэтому 
предпринимались попытки запустить Wnt‑сигналинг 
c целью активации регенерации у различных живот‑
ных [8].

Удобными модельными объектами для изучения 
различных аспектов регенерации являются голотурии. 
Это класс морских беспозвоночных, относящийся к 
типу иглокожих. Голотурии способны в ответ на вне‑
шние раздражители эвисцерировать (выбрасывать) 
внутренние органы и затем полностью их восста‑
навливать [1, 12]. Также эти животные могут восста‑
навливать утраченную часть тела после поперечного 
разрезания. При этом полностью регенерируют органы 
пищеварительной, нервной и дыхательной систем. 
У некоторых видов голотурий имеется бесполое раз‑
множение в виде поперечного деления [2, 3].

Разные виды голотурий обладают различным вос‑
становительным потенциалом. В частности, голоту‑
рия Eupen tac ta fraudarix из семейства Sclerodactylidae, 
обитающая в Японском море, может эвисцерировать 
перед ний комплекс органов – аквафарингеальный ком‑
плекс (АК), в состав которого входят щупальца, нервное 
кольцо и ряд других структур. Кроме АК при эвисце‑
рации удаляется вся пищеварительная система и часть 
гонад [1]. Закладка основных структур АК и кишки 
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при регенерации происходит в течение 7 суток после 
повреждения. Однако при поперечном разрезании осо‑
бей E. fraudarix выживает и восстанавливает утрачен‑
ные части только задний фрагмент, передний погибает. 
Другой вид голотурий из того же семейства, Cla do-
la bes schmeltzii, способен к бесполому размножению, 
но не может эвисцерировать АК [2, 3]. В то же время 
C. schmeltzii хорошо восстанавливает не только передние, 
но и задние структуры после поперечного разрезания.

К настоящему времени у иглокожих обнаружено 11 
генов WNT, при этом большинство исследований были 
проведены на морских ежах Strongylocentrotus purpuratus 
и Paracentrotus lividus и морской звезде Pa ti ria miniata. 
В единственном исследовании Wnt‑сигналинга у голо‑
турий был определен ген WNT16, а также, обнаружено, 
что ген WNT9 участвует в регенерации у Holothuria 
glaberrima [9]. В этой связи интересно сравнить учас‑
тие генов WNT в различных процессах регенерации у 
E. frau dat rix и C. schmeltzii. Также, кроме основного ли‑
ганда Wnt, мы анализировали и его рецепторы Frizzled, 
а также другие внутриклеточные белки, участвующие в 
передаче сигнала – β‑catenin и dishevelled.

Материал и методы. Голотурий E. fraudatrix соби‑
рали в заливе Петра Великого Японского моря и по‑
мещали в аквариумы с аэрируемой морской водой. 
Эвисцерацию вызывали инъекцией в целомическую 
полость дистиллированной воды. На 3‑и, 5‑е и 7‑е 
сутки после эвисцерации препарировали зачатки АК 
и передние отделы регенерирующей кишки.

Голотурий C. schmeltzii собирали в заливе Нячанг 
Южно‑Китайского моря. Животных разрезали в сред‑
ней части тела на два фрагмента. Исследования прово‑
дились на особях, восстанавливающих задний конец. 
Для этого препарировали регенерирующую кишку на 
14‑е и 24‑е сутки после поперечного разрезания. Кроме 
того, были взяты животные, находившиеся в процессе 
бесполого размножения. У них для анализа активности 
генов исследованы ткани из места деления.

Материал хранили в RNAlater solution (Ambion) при 
–20 °С. С помощью фенол‑хлороформеной экстракции с 
TRI reagent (MRC) по стандартной методике выделяли 
тотальную РНК, которую хранили при –70 °С. В работе 
использовали центрифугу Eppendorf centrifuge 5417R 
(Eppendorf). Концентрацию РНК определяли на Smart 
Spec Plus Spectrophotometer (BioRad).

ЗАО «Евроген» проводился синтез двухцепочной 
кДНК и секвенирование транскриптома зачатков АК 
голотурий E. fraudatrix, а также регенерирующей киш‑
ки и места поперечного деления C. schmeltzii. Использо‑
вался секвенатор Illumina HiSeq (Illumina). Результаты 
анализировали с помощью ресурсов www.ncbi.nim.nih.
gov и программ Blast, Mega 4, Mega 5 и Gene Runner.

Результаты исследования. Секвенированные транс‑
криптомы зачатков АК E. fraudatrix разных стадий 
регенерации содержали приблизительно 2 млн нук‑
леотидных последовательностей, средняя длина – 150 
нуклеотидов. Транскриптомы C. schmeltzii содержали 
1,7 млн последовательностей средней длиной 360 нук‑
леотидов.

Анализ транскриптомов E. fraudatrix показал, что 
экспрессия генов сигнального пути Wnt зависела от 
стадии регенерации. Продукты генов семейства WNT 
обнаруживались только на 5‑е и 7‑е сутки. Всего была 
идентифицирована 21 последовательность. Все они 
были гомологичны генам WNT4 и WNT6 морского ежа 
S. purpuratus. Транскрипты гена WNT4 обнаружились 
на 5‑е и 7‑е сутки, транскрипты гена WNT6 – только на 
5‑е сутки. Анализ нуклеотидных последовательностей 
показал, что гены WNT4 и WNT6 E. fraudatrix имеют 
только 45–55%‑ную гомологию с соответствующими 
генами S. purpuratus.

На всех стадиях регенерации обнаружены транс‑
крипты генов dishevelled и frizzled. Активность гена 
β-ca te nin наблюдалась лишь на ранних этапах процесса 
(3‑и и 5‑е сутки). У C. schmeltzii обнаружено 28 после‑
довательностей, гомологичных генам семейства WNT. 
В процессе поперечного деления экспрессировались 
гены WNT1, WNT2, WNT4 и WNT7. Они имели 54–57%‑
ное сходство с гомологичными генами S. purpuratus. На 
ранней стадии регенерации задних структур (14‑е сутки 
после разрезания), в период формирования зачатка 
кишки активировались гены WNT2, WNT10 и WNT16. 
Они также имели достаточно низкую гомологию с со‑
ответствующими генами морских ежей.

В период роста кишки (24‑е сутки) отмечена на‑
ибольшая активность генов семейства WNT. На этой 
стадии в зачатках были выявлены транскрипты WNT1, 
WNT2, WNT3, WNT4, WNT6 и WNT7. Как и остальные 
гены WNT голотурий, транскрипты генов WNT3, WNT4 
и WNT6 имели 50–67%‑ную гомологию с соответствую‑
щими генами S. purpuratus. Транскрипты β-catenin обна‑
ружены на поздних этапах регенерации и при делении, 
dishevelled – только на поздних сроках регенерации. Гены 
рецептора frizzled экспрессировались на всем протяже‑
нии регенерации, а также при делении.

Обсуждение полученных данных. Ранее у голоту‑
рий были найдены транскрипты только одного гена 
семейства WNT – WNT9 [10, 13]. Нами были впервые 
идентифицированы гены WNT1, WNT2, WNT3, WNT4, 
WNT6 и WNT10. Кроме того, выявлено, что эти гены 
принимают участие не только в регенерации после раз‑
личных повреждений, но и в бесполом размножении.

Сравнительный анализ разных систем регенерации 
показал, что имеется различие в спектре сигнальных 
молекул Wnt у данных видов голотурий. Эти различия, 
очевидно, отражают разные механизмы морфогенеза 
передних и задних структур. У E. fraudatrix восстановле‑
ние АК и передних отделов кишки регулируется только 
двумя генами – WNT4 и WNT6. У C. schmeltzii при реге‑
нерации задних отделов кишки экспрессируются WNT1, 
WNT2, WNT3, WNT4, WNT6, WNT7, WNT10 и WNT16.

Экспрессия генов WNT определяется стадией ре‑
генерации. Одни гены (WNT10, WNT16) экспрессиру‑
ются лишь на ранних, другие (WNT1, WNT3, WNT4, 
WNT6, WNT7) на поздних стадиях процесса, третьи 
(WNT2) выявляются в течение всей регенерации. Воз‑
можно, причиной такой дифференциальной экспрес‑
сии является различие в механизмах морфогенеза.
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Выявлено, что транскрипты генов WNT участву‑
ют в процессе бесполого размножения у C. schmeltzii. 
В него вовлечены гены WNT1, WNT2, WNT4 и WNT7. 
При этом соответствующие белки Wnt активируют как 
канонический, так и неканонический пути передачи 
сигнала, в то время как при бесполом размножении 
гидры выявлено участие лишь канонического сиг‑
нального пути Wnt [6, 10]. Большее число генов WNT, 
участвующих в регенерации C. schmeltzii, возможно 
связано с тем, что у данного вида происходит фор‑
мирование части тела. Белки Wnt создают градиент, 
определяющий переднезаднюю ось и регионализа‑
цию восстанавливающейся задней части тела, как 
это происходит в эмбриогенезе [4]. Все гены WNT, 
выявленные при бесполом размножении C. schmeltzii, 
присутствуют и при ее регенерации после поперечного 
разрезания. Это, возможно, означает, что подготовка к 
восстановлению начинается задолго до повреждения, 
еще в процессе деления особи.

Идентифицированные последовательности генов 
имеют лишь 45–67%‑ный уровень сходства с гомоло‑
гичными генами S. purpuratus, что объясняется боль‑
шой эволюционной дистанцией между морскими 
ежами и голотуриями. Из этого следует, что для оп‑
ределения какого‑либо гена у голотурий необходимы 
методы комплексного исследования экспрессии генов 
или анализа последовательности ДНК [13], так как 
подобранные на основе животных из других классов 
(морские ежи, офиуры) праймеры, с большой вероят‑
ностью не будут работать на голотуриях.

Динамика экспрессии других компонентов сиг‑
нального пути Wnt (β‑catenin, dishevelled, frizzled) 
также меняется в зависимости от процесса и стадии 
регенерации. Это указывает на сложность регуляции 
морфогенеза. По имеющимся данным, механизм дейс‑
твия Wnt определяется сочетанием лиганда, рецептора, 
корецептора а также других факторов [4].
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Резюме. Белки Wnt являются ключевыми факторами многих 
морфогенетических процессов, в том числе и регенерации. 
Млекопитающие в сравнении с беспозвоночными сильно огра‑
ничены в способности восстанавливать поврежденные органы, 
хотя и имеют одни и те же консервативные молекулы сигналь‑
ных путей Wnt. Для того, чтобы активировать регенерацию с 
помощью белков Wnt, необходимо изучить процесс восстанов‑
ления на модельных организмах – иглокожих. С помощью мето‑
да секвенирования транскриптомов, определено наличие генов 
WNT1, WNT2, WNT4, WNT6, WNT7, WNT9, WNT10 и WNT16 у 
голотурий Eupentacta fraudatrix и Cladolabes schmeltzii. Выявлено 
участие этих генов в процессе регенерации аквафарингеального 
комплекса и кишки после эвисцерации у E. fraudatrix, а также 
при регенерации задней части после поперечного разрезания и 
бесполом размножении у C. schmeltzii. Кроме того, обнаружены 
и другие участники сигнального пути Wnt: β‑catenin, frizzled, 
dishevelled. У Е. fraudatrix экспрессия генов WNT4, WNT6 про‑
исходила только на поздних стадия регенерации. У C. schmeltzii 
на ранних этапах восстановления активировались WNT2, 
WNT10, WNT16, на поздних – WNT1, WNT2, WNT3, WNT4 и 
WNT7. При бесполом размножении C. schmeltzii обнаружены 
транскрипты WNT1, WNT2, WNT4, WNT7, WNT10. Возможно, 
в исследуемых процессах гены WNT создают градиент концент‑
рации, тем самым определяя места закладки органов, либо они 
непосред ственно управляют регенерацией, заставляя клетки 
мигрировать и формировать органы.
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