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Исключительный набор особенностей и характеристик представителей типа Cnidaria (Стрекающие) делает
их модельным объектом для широкого круга исследований. Особый научный интерес представляют плас#
тичность жизненного цикла и связанные с ним процессы клеточной дифференцировки и развития целост#
ного многоклеточного организма. Новый уровень развития молекулярно#генетических методов, в том чис#
ле использование методов широкомасштабного секвенирования геномов, транскриптомов и эпигеномов,
как на уровне целого организма, так и на уровне отдельных клеток, делает возможным получение детальной
картины развития этих животных. В представленном обзоре рассматриваются современные подходы и дос#
тижения с использованием методов широкомасштабного секвенирования в реконструкции процессов он#
тогенеза Cnidaria путём изучения регуляторных путей клеточной трансдукции и их взаимодействий.
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ИССЛЕДОВАНИЯ МОЛЕКУЛЯРНОЙ РЕГУЛЯЦИИ ПРОЦЕССОВ
РАЗВИТИЯ НИЗШИХ МНОГОКЛЕТОЧНЫХ НА ПРИМЕРЕ

СТРЕКАЮЩИХ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ТЕХНОЛОГИЙ
ВЫСОКОПРОИЗВОДИТЕЛЬНОГО СЕКВЕНИРОВАНИЯ
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ВВЕДЕНИЕ

Многоклеточные организмы, содержащие
различные дифференцированные типы клеток,
подразделяются на низшие и высшие. К «низ#
шим многоклеточным» относят пластинчатых
(Placozoa), губок (Porifera), гребневиков
(Ctenophora) и стрекающих (Cnidaria), в то время
как к «высшим» относят всех трехслойных била#
терально#симметричных многоклеточных жи#

вотных (Bilateria) [1]. Cnidaria, являясь двухслой#
ными (Diploblastica) по организации животны#
ми, обладают отличительной морфологической
характеристикой – наличием специализирован#
ных стрекательных клеток, «книдоцитов», кото#
рые используются для захвата добычи, защиты и
передвижения [2]. Разнообразные представите#
ли Cnidaria – коралловые полипы, актинии,
сцифо# и гидромедузы, жгучие сифонофоры ти#
па Португальского кораблика и морские осы из
группы кубомедуз представляют собой заметную
и важную часть экосистем океанов и морей. От#
дельную немаловажную роль играют представи#
тели актиний и кораллов и их эндосимбионты –
одноклеточные водоросли. Успешный симбиоз
обусловливает рост и выживание рифовых ко#
раллов в неблагоприятных условиях с обеднён#
ным содержанием питательных веществ [3].
В свою очередь, кораллы вступают в симбиоз с
макроорганизмами, обеспечивая безопасную
среду обитания для большого количества морс#

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ATAC#seq – анализ доступ#
ного для транспозазы хроматина с использованием секве#
нирования (Assay for Transposase#Accessible Chromatin using
sequencing); ChIP#seq – иммунопреципитация хроматина с
последующим секвенированием (Chromatin immunopre#
cipitation followed by sequencing); MARS#Seq – массивное
параллельное секвенирование транскриптомов единичных
клеток (Massively parallel single cell RNA#Seq); scRNA#
seq – секвенирование транскриптомов единичных клеток
(single cell RNA#sequencing); UMI – уникальный молеку#
лярный идентификатор (Unique molecular identifier).

* Адресат для корреспонденции.
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ких животных (рыбы, двустворчатые моллюски,
ракообразные) [4]. Согласно систематике меж#
дународной базы данных WoRMS, cложная фи#
логенетическая организация Cnidaria в настоя#
щее время характеризуется делением на следую#
щие классы: Anthozoa, Cubozoa, Hydrozoa,
Myxozoa, Scyphozoa и Staurozoa [5].

Стрекающие являются объектом активного
научного изучения. Относительная простота ор#
ганизации, высокая способность к регенерации,
пластичность жизненного цикла и сложная фи#
логенетическая структура делают Cnidaria уни#
кальными представителями мировой фауны. Ис#
следования, связанные с изучением транскрип#
томов и эпигеномов, позволяющие охарактери#
зовать как целый организм, так и его клеточное
строение, демонстрируют сложную организа#
цию представителей Cnidaria со специфичными
особенностями строения и онтогенеза.

ХАРАКТЕРИСТИКА ТИПА СТРЕКАЮЩИХ

Тип Стрекающие (Cnidaria) объединяет раз#
нообразных представителей водной среды оби#
тания с преобладанием внешней радиальной
симметрии, рассматриваемый как сестринская
группа билатерально#симметричных животных.
Стрекающие – это двухслойные животные, на#
ходящиеся на уровне эпителиальной организа#
ции [6]. Их тело построено двумя эпителиями –
эпидермой и гастродермой, которые разделены
межклеточным матриксом или мезоглеей.
У Стрекающих отсутствуют органы. Пищевари#
тельная система представлена ротовым отверс#
тием, которое ведёт в единую замкнутую гаст#
ральную полость. Гастральная полость может
быть представлена сложно#разветвлённой сис#
темой каналов и называется гастроваскулярной
системой [7]. Ротовое отверстие – единственное
отверстие пищеварительной системы, использу#
емое как для заглатывания пищи, так и для вы#
броса непереваренных остатков. Самым важ#
ным отличительным признаком Стрекающих
является наличие стрекательных клеток или
книдоцитов со специализированными органел#
лами, которые представляют собой капсулы с
выстреливающими нитями, использующимися
для охоты, защиты и прикрепления [2]. Книдо#
циты вместе с сенсорными клетками, которые
имеют чувствительные реснички на апикальных
частях, выходящих на поверхность эпителиев, и
сетью ганглиозных клеток формируют нервную
систему Стрекающих, которая различается по
строению в зависимости от жизненной формы
организма [8, 9]. У свободноплавающих медуз
по краю колокола имеются нервные кольца,

состоящие из нейритов (отростков нейронов),
кроме того, у многих медуз есть специализиро#
ванные органы чувств – светочувствительные
глазки и органы равновесия [10, 11]. У прикреп#
лённых полипов нервная система организована
как сеть из нейронов, располагающаяся в осно#
вании эпителиев по всему телу, с некоторой кон#
центрацией нейронов в оральной и аборальной
областях [10, 11]. Определённая регионализация
нервной системы, связанная с формированием
мезентериальных нервных тяжей (располагаю#
щихся вдоль энтодермальных септ#мезентерий),
как у полипов Anthozoa [12], и нервных колец,
как у некоторых Hydra и медуз, наблюдается у
Стрекающих, что, однако, не нарушает основ#
ной принцип организации нервной системы для
этого типа [13]. Движение представителей Стре#
кающих обеспечивается наличием эпителиаль#
но#мышечных клеток с сократительными отро#
стками в базальной части. Эти клетки составля#
ют основу обоих эпителиев. Сократительные от#
ростки эпителиально#мышечных клеток эпи#
дермы и гастродермы полипов относятся пре#
имущественно к гладкому типу. У медуз на внут#
ренней стороне колокола сократительные отро#
стки эпителиально#мышечных клеток относят#
ся к поперечнополосатому типу [14]. Существу#
ют вариации строения мышечной системы у
Стрекающих, подробно описанные в обзоре
Leclère и Röttinger [14]. Здесь следует упомянуть
несколько особенностей строения в разных
группах Стрекающих. У многих Hydrozoa в щу#
пальцах энтодермальные эпителиальные клетки
не содержат миофиламентов, а у многих поли#
пов Medusozoa имеются мощные продольные
сократительные пучки эктодермального проис#
хождения, миоциты которых полностью распо#
лагаются в мезоглее и не связанны ни с одним из
эпителиев стенки тела. [14]. У Scyphozoa, как
правило, отсутствуют миофибриллы во внеш#
нем слое колокола (эксумбрелле) [15]. У боль#
шинства Anthozoa, в отличие от Medusozoa, хо#
рошо развиты эпителиально#мышечные клетки
энтодермы, составляющие круговую мускулату#
ру стенки тела, продольные париетальные мыш#
цы у основания септ и ретракторные мышцы на
одной стороне каждой септы. А эктодермальные
мышцы большинства Anthozoa развиты лишь в
зоне щупалец и ротового отверстия. Кроме того,
на примере Nematostella vectensis было показано
наличие в щупальцах мышечных клеток, обо#
собленных от эпителия в отдельный слой кле#
ток, не несущий эпителиальной функции [16].
У паразитических Endocnidozoa отсутствуют
эпителиально#мышечные клетки: миоциты
(гладкомышечного типа) расположены отдель#
но от эпителия в мезоглее [17].
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ЕРОФЕЕВА и др.

Тип Стрекающие представлен следующими
классами: Anthozoa, Cubozoa, Hydrozoa,
Myxozoa, Scyphozoa, Staurozoa [5]. Филогенети#
ческая структура Cnidaria является предметом
дискуссий, но, по последним данным, она опи#
сывается делением на 3 монофилетические груп#
пы – Anthozoa (шести# и восьмилучевые корал#
лы, актинии), Medusozoa, объединяющая клас#
сы Cubozoa, Hydrozoa, Scyphozoa и Staurozoa, и
Endocnidozoa, объединяющая паразитических
Myxozoa и Polypodiozoa (рис. 1) [18–21].

Стрекающие демонстрируют большое раз#
нообразие жизненных циклов, отличающихся у
разных групп. У Anthozoa полипоидная стадия
формирует гаметы, и жизненный цикл включает
стадии зародыша → личинки (планулы) → ре#
продуктивного полипа. Медузоидная стадия в
жизненном цикле Anthozoa отсутствует. У
представителей Medusozoa жизненный цикл
осуществляется по схеме: полипоидная стадия
(которая размножается только вегетативным
путём) → медузоидная стадия (формирующая
половые продукты) → гаметы → заро#
дыш → планула → полип. Исключение состав#
ляет Hydra, у которой отсутствуют стадии меду#
зы и планулы, и которая размножается преиму#
щественно вегетативным путём (почкованием),
а половое размножение реализуется по схеме:
гаметы (развивающиеся в основании эпидер#
мы) → зародыш → новый полип [22]. Существу#

ют и отклонения от общей схемы жизненного
цикла. Например, у Hydrozoa могут быть реду#
цированы стадии полипа или медузы. Так, у
подкласса Trachylina полипы либо очень ма#
ленького размера, либо отсутствуют [23]. В то же
время у представителей подкласса Hydroidolina
может отсутствовать стадия медузы (например,
у некоторых Leptothecata [24]). У ряда предста#
вителей семейств Bougainvillidae, Hydractiniidae
и Rathkeidae вегетативное размножение может
происходить не только на стадии полипа, но и
на стадии медузы [25]. У некоторых сцифоид#
ных медуз в жизненном цикле также отсутствует
стадия полипа, например, у Pelagia [26]. Парази#
тические Endocnidozoa включают животных с
разнообразными жизненными циклами.
Myxozoa – это микроскопические эндопарази#
ты, колонизирующие беспозвоночных и позво#
ночных, жизненный цикл которых реализуется
с участием двух хозяев. Polypodiozoa проходят в
жизненном цикле через свободноживущую ста#
дию и паразитических личинок осетровых рыб,
соответственно, имеют одного хозяина в жиз#
ненном цикле [17].

Отдельного рассмотрения заслуживает онто#
генез представителей Medusozoa. Помимо опи#
санного выше классического жизненного цик#
ла, у них было обнаружено уникальное явление
«обратного развития», которое заключается в
переходе организма определённой стадии жиз#
ненного цикла не в следующую, а в предыдущую
стадию («возврат к предыдущей стадии»). Счи#
тается, что данный процесс вызывается стрессо#
выми ситуациями, например голоданием или
изменением условий среды обитания. «Обрат#
ное развитие» было зафиксировано у несколь#
ких представителей Hydrozoa на медузоидной
стадии [25]. Одним из самых известных иссле#
дований является эксперимент с гидромедузами
Turritopsis spp. (Hydrozoa), в котором в результа#
те воздействия факторов, вызывающих стресс,
таких как резкое повышение температуры, из#
менение солёности воды или механическое по#
вреждение колокола медузы, организм полово#
зрелой медузы регрессировал и образовывал ша#
рообразное скопление клеток (цисту), из кото#
рого впоследствии формировался новый по#
лип [27]. Недавно подобное явление «обратного
развития» было описано и для сцифоме#
дуз (Scyphozoa) Aurelia aurita [28].

СИГНАЛЬНЫЕ ПУТИ, ЗАДЕЙСТВОВАННЫЕ
В ПРОЦЕССАХ РАЗВИТИЯ У СТРЕКАЮЩИХ

Закладка орально#аборальной оси, форми#
рование разных типов тканей и органов, про#
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Рис. 1. Филогенетическое дерево, отображающее тополо#
гию основных классов Стрекающих, построенное на осно#
вании последних опубликованных данных полногеномно#
го секвенирования [18, 19, 21]
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цессы регенерации, бесполое и половое раз#
множение регулируются клеточными молеку#
лярными каскадами, среди которых ряд сиг#
нальных путей, являющихся эволюционно кон#
сервативными для Стрекающих и билатераль#
но#симметричных животных (Bilateria). Рядом
исследований было показано, что у Стрекаю#
щих присутствуют сигнальные пути, которые
также регулируют раннее эмбриональное раз#
витие у Bilateria. К таким ключевым сигналь#
ным клеточным путям относятся: Wnt#,
Hedgehog#, Notch#, TGF#β# и RTK#путь [29].
В данном разделе будут рассмотрены молеку#
лярно#генетические характеристики структуры
сигнальных путей и их роль в развитии различ#
ных представителей Стрекающих.

Большое количество научных исследований,
связанных с изучением молекулярных сигналь#
ных каскадов в онтогенезе Стрекающих, демон#
стрирует эволюционную консервативность этих
путей у Cnidaria и высших Metazoa. Данные по
секвенированию геномов, транскриптомов и
функциональные исследования роли путей кле#
точной трансдукции в развитии Стрекающих
показывают, что основные компоненты пере#
численных выше сигнальных путей открыты
практически в каждом классе Cnidaria. Здесь
нужно отметить, что наибольшее количество
исследований структуры молекулярных каска#
дов проведено на активно использующихся в
научных экспериментах моделях Anthozoa и
Hydrozoa. В геномах Hydra и N. vectensis были
найдены все вышеперечисленные сигнальные
пути [30, 31]. В базе данных генов и гено#
мов KEGG, объединяющей геномную и систем#
ную функциональную информацию о разных
организмах, можно найти подробные схемы
сигнальных путей Wnt, Notch и TGF#β у Hydra и
N. vectensis [32]. У Scyphozoa молекулярная
структура различных каскадов детектируется
наличием отдельных компонентов путей на ге#
номном уровне [33, 34], при этом в работе
Brekhman et al. [35] предложена модель пути
Wnt/β#catenin у A. aurita. Меньше всего инфор#
мации о структуре сигнальных путей имеется по
представителям Cubozoa и Staurozoa [33, 36, 37].
В геномах паразитических стрекающих
Myxozoa, в отличие от других классов Cnidaria и
паразитических Polypodiozoa (сестринский так#
сон Myxozoa с типичным для свободноживущих
Стрекающих строением тела), отсутствуют пол#
ноценные сигнальные каскады, связанные с
процессами дифференцировки, развития и
межклеточных коммуникаций [18]. Среди ком#
понентов Wnt#пути у них обнаружены только
некоторые эффекторные белки, а также некото#
рые элементы сигнальных путей Hedgehog и

TGF#β (таблица). У обоих классов (Myxozoa и
Polypodiozoa) присутствуют ключевые составля#
ющие пути передачи сигналов Notch [18]. Авто#
ры предполагают, что основной причиной отсут#
ствия полноценных сигнальных путей разви#
тия является уменьшение размера генома в свя#
зи с переходом к паразитизму. Эксперименталь#
ные данные по функциям вышеупомянутых
сигнальных каскадов у паразитических Cnidaria
отсутствуют. Имеющиеся данные демонстриру#
ют эволюционную консервативность сигналь#
ных каскадов, задействованных в развитии
Cnidaria.

Системы сигнальных каскадов играют важ#
ную роль в процессах клеточной дифференци#
ровки и развития живого организма. Далее будет
рассмотрена функциональная роль каждого мо#
лекулярного пути в ключевых биологических
процессах развития разных Стрекающих.

Формирование осевого паттерна вдоль ораль=
но=аборальной оси и образование вторичной оси.
Среди Стрекающих обнаруживаются как живот#
ные с радиальной симметрией, имеющие одну
ось полярности (большая часть Hydrozoa и
Medusozoa), так и организмы c элементами би#
латеральной симметрии (кораллы и актинии
Anthozoa) с направляющей осью симметрии,
перпендикулярной орально#аборальной оси те#
ла. Например, у N. vectensis вторичная ось тела
определяется щелевидной формой глотки и ас#
симетричным расположением ретракторных
мышц на септах [38]. Однако вопрос о гомоло#
гичности данного варианта билатеральной сим#
метрии таковому у Bilateria остаётся откры#
тым [39–43]. Эволюционно консервативной
сигнальной системой, определяющей общность
развития Стрекающих и высших Metazoa, явля#
ется молекулярный путь Wnt, который опосре#
дует формирование осевого паттерна вдоль
орально#аборальной оси тела в раннем эмбрио#
генезе [43–47]. Впервые это было показано на
примере Hydra: после выделения ортологов ос#
новных компонентов канонического сигналь#
ного пути Wnt/β#catenin с помощью гибридиза#
ции in situ определили участки локальной
экспрессии ортологов лиганда Wnt3 и эффек#
торного транскрипционного фактора Tcf/Lef в
апикальных частях у взрослых полипов и у
вновь образующихся в процессе почкования.
Экспрессия гена β$catenin была повышенной в
зоне образования будущей почки – месте зак#
ладки вторичной оси тела, а ортологов белка
Dishevelled и киназы гликогенсинтазы#3
(GSK3) – конститутивно на низком уровне по
всему телу Hydra. Формирование апикальной
части Hydra сопровождалось экспрессией Wnt и
Tcf/Lef и в процессе регенерации головы, и в
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процессе de novo образования головной части в
клеточных агрегатах из диссоциированной кле#
точной суспензии [47]. Дальнейшие функцио#
нальные исследования на Hydra определили
ключевую роль пути Wnt в процессе формирова#
ния орально#аборальной оси тела с определени#
ем апикальной части организма – головного ор#
ганизатора и вторичной оси тела, предшествую#
щей эвагинации почек [48–53]. Кроме того, в
процессе организации головной части Hydra,
участвующей в формировании оси тела, также
может быть задействован сигнальный путь
Notch, регулирующий работу генов лиган#
дов (Wnt7) и транскрипционных факторов#ми#
шеней пути Wnt (Sp5 и Tcf) [54]. Анализ диффе#
ренциальной экспрессии генов по всему геному
Hydra после фармакологического ингибирова#
ния каскада Notch выявил снижение экспрес#
сии Wnt7, Tcf и Sp5 с последующим восстановле#
нием до нормального уровня после удаления
ингибитора Notch [54].

Исследования формирования орально#або#
ральной оси тела на других моделях Стрекаю#
щих также демонстрируют важную роль молеку#
лярного каскада Wnt. Изучение эмбриогенеза

представителя Anthozoa N. vectensis выявило оп#
ределённые закономерности формирования
первичной оси тела, схожие с Hydra, но со свои#
ми особенностями: большое разнообразие орто#
логов лигандов Wnt (подсемейства генов WntA
и Wnt1–11) экспрессировалось вдоль оси плану#
лы с ограничением экспрессии около бластопо#
ра в процессе гаструляции и в зоне ротового
участка у полипов. Экспрессия лигандов Wnt
была ограничена одним слоем ткани (эктодер#
мой или энтодермой) [55]. Дальнейшие иссле#
дования определили, что лиганды Wnt, Dsh а
также β#catenin, являются основными регулято#
рами развития осевого паттерна N. vectensis в
раннем эмбриогенезе и в регенеративных про#
цессах [43, 44, 56–59]. β#Catenin, локализую#
щийся в ядрах клеток бластомеров, демонстри#
рует первый молекулярный сайт осевой асси#
метрии на стадии бластулы [56]. Dsh, стабилизи#
рующий β#catenin, локализуется в анимальном
полюсе ооцита, дающем начало закладки ораль#
ного полюса взрослого организма, и затем в
бластомерах [57]. В установлении осевого пат#
терна у N. vectensis на стадии планулы также
включается консервативная система генов гомео#
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Сигнальные пути и гомологи белков, задействованные в процессах развития у различных представителей Cnidaria

HydrozoaСигнальный
путь/Класс

(представители)

Wnt

Hedgehog

Notch

TGF#β

RTK

Scyphozoa
(Aurelia,

Nemopilema)

[45, 46, 67,
68, 78, 87,

89, 123, 124,
135, 138,

139, 144, 188]

[89]

[99, 188]

[89, 188]

[125, 137]

Anthozoa
(Nematostella

vectensis)

[33#35, 100]

[100]

нет данных

[33, 100]

нет данных

Cubozoa
(Morbakka
virulenta)

[33]

нет
данных

нет
данных

[36]

нет
данных

Polypodiozoa
(Polypodium
hydriforme)

[18]

[18]

[18]

[18]

нет данных

Hydra sp.

[30, 47–53,
79, 83,

110–115,
118, 131,
169, 181]

[30, 119]

[30, 54,
84, 117]

[30, 85,
118, 131,

181]

[30, 86,
106, 118,
131, 181,

191]

Medusozoa
(Hydractinia, Clytia

hemisphaerica,
Cladonema pacificum,

Podocoryne carnea,
Dynamena pumila,
Ectopleura larynx)

[45, 46, 67, 68, 78,
87, 89, 123, 124, 135,

138, 139, 144, 188]

[89]

[99, 188]

[89, 188]

[125, 137]

Myxozoa (Kudoa
iwatai, Myxobolus

cerebralis)

лиганды и рецеп#
торы пути утраче#
ны, но есть экс#
прессия эффектор#
ных белков канони#
ческого и некано#
нического путей 

[18]

[18]

[18]

нет данных

Примечание. Таблица составлена по данным экспрессии, геномным и функциональным данным и базе данных KEGG [32].
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боксовых транскрипционных факторов Hox,
важных регуляторов позиционной идентичнос#
ти вдоль передне#задней оси билатерий [44].
Филогенетически среди Hox#генов N. vectensis
представлены передние (NvAx6, NvAx6a, NvAx7
и NvAx8) и центральные#задние (NvAx1, NvAx1a)
гены [44]. NvAx6 и NvAx1 экспрессируются в
оральной и аборальной областях соответственно,
в процессе эмбрионального развития N. vecten$
sis, что, возможно, опосредует регуляцию фор#
мирования основной оси тела с участием пере#
дачи сигнала Wnt [44]. NvAx1a, NvAx6a, NvAx7,
NvAx8 и NvAx8a, а также Gbx (ген подкласса Hox$
like) экспрессируются вдоль направительной
оси [42, 60] с задействованием каскада BMP в
регуляции паттерна направительной оси [61].
Показано, что, помимо Wnt#пути, в формирова#
нии осевого паттерна в процессе развития
N. vectensis задействованы сигнальные каскады
FGF, TGF#β и Hedgehog [62]. TGF#β#каскад че#
рез передачу сигнала BMP задействован и в
формировании направляющей оси тела
N. vectensis [59, 61, 63, 64], зависящей также от
работы Wnt#каскада до установления направля#
ющей оси [59, 65].

Отдельные компоненты пути Wnt определя#
ют развитие осевого паттерна в раннем эмбрио#
генезе и поддержание осевой идентичности в
процессе онтогенеза у представителей гидро#
идных медуз (лиганды Wnt, рецептор Frizzled,
Tcf) [45, 66–68]. Для представителей сцифоид#
ных медуз рода Aurelia была показана неодно#
родная экспрессия лигандов Wnt на разных
стадиях жизненного цикла: со спецификой для
стадии полипа и тканеспецифичной экспрес#
сией лигандов на стадии медузы, что демон#
стрирует консервативный механизм определе#
ния передне#задней оси тела и тканевой иден#
тичности [33].

Регуляция сегрегации зародышевых листков.
Процесс образования зародышевых листков,
являющийся ключевым этапом эмбриогенеза
для всех Metazoa, ассоциирован с гаструляцией.
У Стрекающих гаструляция опосредует образо#
вание двух слоёв клеток тела – эктодермы и эн#
тодермы. В общем случае инициация формиро#
вания зародышевого слоя начинается с опреде#
ления эмбрионального участка начала сегрега#
ции и определения тканевой идентичности
листка (определение клеточной судьбы), сопро#
вождающегося морфогенетическими движения#
ми энтомезодермы (участка, отделённого от эк#
тодермы и недифференцированного в энто# или
мезодерму) [69]. С подробным описанием меха#
низмов гаструляции у разных Стрекающих мож#
но ознакомиться в обзорах Technau [69], а также
Kraus и Markov [70]. В данном подразделе будет

рассмотрена роль сигнальных каскадов в регу#
ляции гаструляции.

Из всех изучаемых Стрекающих больше все#
го исследований молекулярной регуляции гаст#
руляции посвящено Anthozoa. Подробные
функциональные исследования N. vectensis вы#
явили, что в процессе гаструляции активно ра#
ботает сигнальный каскад Wnt, который также
детерминирует формирование первичной оси у
планулы, что связано с экспрессией множества
Wnt#лигандов в зоне бластопора (эктодерме или
энтодерме после завершения гаструляции) [55].
Разные компоненты канонического и некано#
нического сигнальных путей Wnt опосредуют
процессы спецификации энтодермы [57], фор#
мирования паттерна будущих энтомезодер#
мальных и эктодермальных клеток c участием
сигнальных каскадов BMP, FGF [71] и
Hedgehog [72], образования архентерона и оп#
ределения клеточной судьбы во время гаструля#
ции [73], а также формирования паттерна
орального полюса [58, 65]. Ингибирование ка#
нонического пути Wnt за счёт прямого отключе#
ния трансляции β#catenin полностью блокиро#
вало гаструляцию [56, 74], однако нокдаун гена,
кодирующего транскрипционный фактор Tcf,
не влиял на прохождение гаструляции, но пре#
дотвращал образование нормальной глот#
ки [71]. Важным моментом является то, что об#
разование архентерона, регулирующееся путём
Wnt/PCP, может происходить независимо от эн#
томезодермальной спецификации судьбы кле#
ток, регулирующейся каскадом Wnt/β#catenin,
что говорит о независимой эволюции этих двух
процессов [75].

У гидроидных распространены различные
пути гаструляции, однако даже в случае аполяр#
ного пути, характеризующегося отсутствием вы#
раженной морфологической полярности эмбри#
она [70], на уровне гаструлы формируется пат#
терн орально#аборальной оси, детерминирую#
щийся градиентом сигнального каскада Wnt
[46]. В то же время у некоторых гидроидных
морфогенетические процессы гаструляции и
спецификации клеточной судьбы не связаны с
молекулярной осью, опосредованной передачей
сигнала Wnt [76, 77]. Удлинённая форма плану#
лы у гидроидной медузы Clytia образуется во
время гаструляции и опосредуется Wnt/РСР#
каскадом [78]. Функциональная роль Wnt#пути в
эмбриогенезе Hydra, в отличие от взрослого по#
липа, пока не установлена, однако показана
экспрессия ортологов Frizzled, β$catenin и Tcf, но
не лиганда Wnt, транскрипты которого детекти#
руются после завершения гаструляции. β$Сatenin
и Tcf экспрессируются равномерно по всему
эмбриону [79].
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Регуляция образования половых клеток. Стре#
кающие демонстрируют большое разнообразие
жизненных циклов и связанных с ними репро#
дуктивных систем [80]. Различные сигнальные
каскады задействованы в процессе образования
половых клеток. У Hydra гаметогенез начинает#
ся в субпопуляции интерстициальных стволо#
вых клеток в эктодерме. В процессе оогенеза
после нескольких этапов делений интерстици#
альных клеток с образованием кластеров, а за#
тем единого клеточного агрегата определяется
единственный ооцит. Оставшиеся клетки диф#
ференцируются во вспомогательные (эндоци#
ты), которые после апоптоза фагоцитируются
растушим ооцитом [81, 82]. На ранних этапах
оогенеза, ещё в процессе формирования класте#
ров интерстициальных клеток, увеличивается
экспрессия киназы GSK#3β, негативного регу#
лятора пути Wnt, которая снижается к моменту
установления ооцита. В то же время в процессе
сперматогенеза увеличение экспрессии GSK#3β
было зафиксировано лишь на поздней стадии в
базальной части сперматогония [83]. Функцио#
нальные исследования показали, что GSK#3β
необходима для инициации апоптоза в эндоци#
тах в процессе оогенеза [83]. Кроме того, в ооци#
те была показана экспрессия генов Frizzled, β$
catenin и Tcf, но не Wnt [79]. Сигнальный каскад
Notch также играет важную роль в оогенезе у
Hydra: нарушение пути передачи сигнала приво#
дит к ингибированию дифференциации интер#
стициальных клеток#предшественников ооци#
та, что приводит к образованию обширных кле#
точных кластеров [84]. Определены гены#мише#
ни пути Notch в эндоцитах Hydra [54]. Путь кле#
точной трансдукции TGF#β/Smad также может
быть задействован в оогенезе, но не в спермато#
генезе Hydra: высокая экспрессия ортолога
Smad1 была детектирована у предшественников
ооцита, а также на разных стадиях оогенеза,
включая агрегацию и фагоцитоз [85]. Новая ре#
цепторная тирозинкиназа Lemon была открыта
у Hydra в процессе изучения гаметогенеза, что
может свидетельствовать о включении пу#
ти RTK: увеличение экспрессии наблюдалось в
агрегированных интерстициальных клетках до
формирования мужской и женской гамет [86].

У Medusozoa гаметогенез происходит в гоно#
зооидах – прикреплённых полипах с мужскими
и женскими выростами#гонофорами или же в
гонадах у плавающих медуз [80]. У гидроидных
медуз каскад Wnt задействован в формировании
полярности ооцита – анимально#вегетативной
оси: экспрессия Frizzled1 локализуется в зоне
анимального полюса около ядра ооцита в про#
цессе роста. Во время созревания ооцита
Frizzled3 аккумулируется в зоне кортекса на ве#

гетативном полюсе, Wnt3 – в зоне анимального
полюса [87]. Функциональные исследования де#
монстрируют изменения полярности ооцита
при нарушении пути передачи сигнала Wnt
(подробно описано в обзоре Houliston et al. [88]).
У Hydractinia symbiolongicarpus оогенез начинает#
ся в герминальной зоне тела гонозооида и про#
должается в гонофоре. Сперматогенез пол#
ностью проходит в мужском гонофоре. В про#
цессе гаметогенеза включается путь Hedgehog,
гомологи лигандов которого экспрессируются в
гастродермисе мужских и женских гонофо#
ров [89]. Кроме того, может быть задействован
сигнальный каскад TGF#β через BMP: экспрес#
сия предполагаемого рецептора BMP
(BmpR_54452) и белка Capicua (репрессора тар#
гетных генов пути) была детектирована в разви#
вающихся ооцитах женских гонофоров и гаст#
родермисе мужских гонофоров [89].

Гаметогенез Anthozoa происходит в энтодер#
ме мезентериев. В процессе роста и созревания
ооциты постепенно выпячиваются в мезоглею,
сохраняя контакт с гастродермой через трофоне#
му, сформированную специализированными со#
матическими клетками гастродермы, трофоци#
тами. Мужские половые клетки в процессе спер#
матогенеза агрегируются с образованием фолли#
кула, окружённого слоем мезоглеи. В дальней#
шем половые продукты попадают в гастральную
полость через разрывы эпителия мезентериев и
выводятся наружу через рот [90, 91]. Wnt#каскад
регулирует образование и поддержание ани#
мально#вегетативной оси ооцита за счёт аккуму#
ляции белка Dishevelled на анимальном полюсе и
возможной деградации на вегетативном [57].
Молекулярный путь Hedgehog необходим для
формирования кластеров первичных половых
клеток у N. vectensis, которые локализуются в ме#
зентериях в зоне между экспрессией лиганда
Hedgehog1 и доменами рецептора Patched [72].
В результате световой индукции высвобождения
ооцитов у N. vectensis была охарактеризована це#
лая сеть молекулярных каскадов, по данным
транскриптомов, включающая увеличение
экспрессии компонентов пути Wnt и RTK [92].
У склерактиниевого коралла Euphyllia ancora бы#
ла обнаружена активная экспрессия гомоло#
га Notch – сигнального Notch#каскада, опосреду#
ющего межклеточные взаимодействия в незре#
лых и зрелых ооцитах [93].

Регуляция нейрогенеза. Сенсорные клетки
эктодермы с апикальной ресничкой, ганглиоз#
ные клетки базальной части эктодермы и нема#
тоциты (книдоциты) составляют массив нерв#
ных клеток Стрекающих. У Hydrozoa нейроге#
нез начинается в интерстициальных стволовых
клетках эктодермы, как у Hydra, или в энтодер#
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ме (гидроидные медузы) с миграцией в эктодер#
му. У Hydra клетки#предшественники нейронов
и нематоцитов мигрируют к одному из полюсов
тела (оральному или аборальному) и затем диф#
ференцируются в разные типы клеток в зависи#
мости от положения вдоль главной оси тела.
При этом существуют вариации клеточного
нейрогенеза у Hydra и других гидроидных [94].
У N. vectensis нейрогенез начинается с нейраль#
ных клеток#предшественников в бластуле. Диф#
ференциация клеток происходит в клетках экто#
дермы во время гаструляции, а затем в энтодер#
ме [95, 96]. У сцифоидных медуз дифференци#
рующиеся нервные клетки обнаруживаются в
эктодерме на стадии планулы [97]. Обе группы
гидроидных и сцифоидных медуз проходят этап
метаморфоза в жизненном цикле, при котором
происходит дегенерация части зародышевых
нейронов и новый этап дифференциации и миг#
рации нервных клеток [9]. Нейрогенез у взрос#
лых медуз протекает в манубриуме и бульбусах
щупалец [98]. Молекулярная регуляция нейро#
генеза Стрекающих консервативна и включает
работу упомянутых выше сигнальных каскадов
(Wnt, Notch, TGF#β, FGF, Hedgehog) [94]. Под#
робная характеристика компонентов молеку#
лярных каскадов описана в обзорах Galliot и
Quiquand [9], Rentzsch et al. [94] и Galliot et al.
[98], по данным которых и по последним науч#
ным исследованиям можно выделить ряд зако#
номерностей молекулярной регуляции нейроге#
неза у Стрекающих.
• Каскад Notch регулирует дифференцировку
предшественников нематоцитов в зрелые нема#
тоциты у Hydra [54, 84] и др. Hydrozoa
(Hydractinia echinata [99]), количество эпители#
альных предшественников нервных клеток и
книдогенез у Anthozoa (N. vectensis).
• Экспрессия компонентов пути Hedgehog
наблюдается у N. vectensis в клетках предполага#
емых нервных предшественников [62], у A. auri$
ta (Scyphozoa) – в ропалиях развивающейся
эфиры [100].
• Молекулярный каскад Wnt/β#catenin участ#
вует в формирования паттерна нервной системы
у N. vectensis в апикальной части (так называе#
мой оральной нервной сети): путь регулирует
экспрессию нейрогенных транскрипционных
факторов на стадии бластулы и необходим для
определения клеточной судьбы нейральных
предшественников нервных клеток в апикаль#
ной части тела [101]. У гидроидной медузы
H. echinata путь передачи сигнала Wnt может
включаться в процессе дифференцировки ней#
ронов и нематоцитов [102].
• Сигнальный путь RTK через FGF задейство#
ван в развитии сенсорного апикального реснич#

ного органа у планулы N. vectensis [103, 104] а
молекулярный каскад MAPK, опосредующий
путь RTK, стимулирует нейрогенез за счёт регу#
ляции экспрессии нейрогенных факторов тран#
скрипции [105]. Пути передачи сигналов VEGF
и FGF, проходящие через MAPK, регулируются
каскадом Wnt/β#catenin и могут участвовать в
развитии нервной системы у Hydra, однако не#
обходимы более подробные функциональные
исследования [106].
• Эффекторы сигнального пути TGF#β/Smad –
белки Smad – задействованы у Hydra в процес#
сах дифференцировки нематоцитов. У N. vecten$
sis TGF#β#каскад через ВМР, индуцирующийся
путём Wnt/β#catenin, необходим для поддержа#
ния паттерна сети нейронов в зоне рта вдоль
орально#аборальной и направляющей осей
[101].

Регуляция процессов регенерации и морфоло=
гических особенностей строения Стрекающих.
Стрекающие обладают широким регенератив#
ным потенциалом, в связи с чем их активно ис#
пользуют в качестве моделей для изучения реге#
нерации животных. Механизмы регенерации и
их молекулярная структура подробно описаны в
различных обзорах [107–109]. В данном подраз#
деле будет обобщена информация по молеку#
лярной регуляции с помощью сигнальных кас#
кадов (Wnt, Notch, Hedgehog, RTK, TGF#β) про#
цессов регенерации и роста организменных осо#
бенностей строения тела Стрекающих.

Путь передачи сигнала Wnt является самым
консервативным и распространённым каска#
дом, опосредующим регенеративные процессы
Стрекающих. У Hydra путь Wnt включается в
разных моделях регенерации:
• при установлении главной оси тела в про#
цессе регенерации тканей в экспериментах с
трансплантацией разных частей тела поли#
па [53];
• при регенерации участка оральной области
тела путём активации Wnt3 в интерстициальных
клетках участка регенерации [110] и последую#
щей активации пула лигандов Wnt [50] с форми#
рованием петли обратной связи [50];
• роль β#catenin в регенерации головной части
полипа также была продемонстрирована в экс#
периментах с ингибированием и оверэкспрес#
сией β#catenin [111];
• при регенерации тканей подошвы, что было
показано в экспериментах с ингибированием и
оверэкспрессией β#catenin [111];
• при регенерации частей тела de novo в кле#
точных агрегатах – организатора головной части
за счёт Wnt3 [47, 112], в том числе в малых клас#
терах клеток [113], при механическом растяже#
нии ткани Hydra в сфероидах из клеток, где

БИОХИМИЯ  том  87  вып.  2  2022

237



ЕРОФЕЕВА и др.

Wnt3 активируется в процессе регенерации го#
ловной части за счёт зависимой от растяжения
транскрипционной активации его гена [114].

Помимо регенеративных процессов, у Hydra
сигнальный каскад Wnt/PCP при активации ка#
нонического пути задействован в процессах
дифференциации эпителиальных стволовых
клеток в зоне образования щупалец и по#
чек [49]. Кроме пути передачи сигнала Wnt, у
Hydra в процессах регенерации включаются и
другие молекулярные пути. Сигнальный кас#
кад MAPK, активирующийся при заживлении
раны, модулирует Wnt при рассечении Hydra
пополам с возможным механизмом транскрип#
ционной активации лигандов Wnt, необходи#
мых для формирования регенеративного про#
цесса [115], а также активирует процесс апопто#
за, необходимого для регенерации головной
части Hydra [116]. Путь Notch необходим для
восстановления центра организации головной
части в процессе регенерации и модуляции пат#
терна закладки щупалец [117], а передача сиг#
налов через VEGF и FGF играет важную роль в
регенерации гипостома и щупалец [106]. Кас#
кад BMP, регулируемый канонический пу#
тём Wnt, задействован в базальной регенерации
тела Hydra [118]. Путь Hedgehog может участво#
вать в регенерации апикальной и базальной
частей тела Hydra при рассечении: ортолог ли#
ганда Hedgehog дифференциально экспресси#
ровался в эндодермальных клетках гипостома и
базальной части тела Hydra, в зоне подошвы в
интактных животных и при рассечении тела по#
перек – в экто# и энтодерме апикальной и ба#
зальной зон с усилением экспрессии в верхней
части тела [119].

Регенеративные процессы представителей
Medusozoa также связаны с включением каска#
да Wnt. У гидроидной медузы Hydractinia каскад
функционально задействован в регенерации
апикальной части полипа с образованием блас#
темы и одновременным ингибированием роста
столона [67]. Регенерация столона требует, в
свою очередь, ингибирования каскада Wnt [120].
У гидроидной медузы Clytia путь Wnt активирует#
ся в процессе ремоделирования тканей купола
медузы, установления бластемы и регенерации
манубриума [121]. Каскад Wnt в том числе опос#
редует морфологические особенности строения
отдельных Medusozoa. Так, у колониальных гид#
роидов сигнальный каскад Wnt задействован в
регуляции структуры колоний, связанной с по#
ложением зачатков полипов в колонии, специ#
фической для столонов экспрессией отдельных
компонентов каскада в пределах одной колонии,
что подробно описано в обзоре Cartwright
et al. [122], и с морфогенезом ветвления коло#

ний [123]. Помимо Wnt, в разных по морфологии
и функциям полипах единой колонии экспрес#
сируются лиганд каскада Hedgehog (гомолог
Hedgehog) – в гастродермисе мужских и женских
гонофоров, рецептор BMP (BmpR_54452) – в оо#
цитах и гастродермисе мужских гонофорах, что
может быть связано с гаметогенезом [89]. В пре#
делах одного организма Hydractinia путь Wnt ре#
гулирует количество и положение щупалец на
полипе [124]. Морфогенез щупалец у Hydractinia
в процессе регенерации апикальной части тела и
в процессе метаморфоза планулы опосредуется
сигнальным каскадом Notch [99]. Ветвление
щупалец Cladonema pacificum, связанное с агре#
гацией интерстициальных клеток в области
формирования ветви, регулируемой каска#
дом MAPK, опосредуется молекулярным пу#
тём RTK, задействованным в удлинении вет#
вей [125].

Подробное описание механизмов регуля#
ции регенерации и функциональное значение
каждого каскада у представителей Anthozoa
описано в обзоре Röttinger [108]. Здесь следует
выделить важные моменты. Путь передачи сиг#
нала Notch и каскад MAPK у N. vectensis вклю#
чаются в процессе регенерации глотки полипа
при её ампутации, при этом после нанесения
раневого повреждения проколом эпителия в за#
живлении раны также участвует MAPK, что
сопровождается активацией апоптоза в области
повреждения [126]. Каскад Wnt регулирует оп#
ределение, формирование и поддержание рото#
вого паттерна полипа [58]. Путь FGF, по дан#
ным экспрессии, активируется через 20 часов
при регенерации отсечённого от ротового отве#
рстия до подошвы куска тела у актинии
Calliactis polypus, что может свидетельствовать о
начале нейрогенеза, по аналогии с экспрессией
компонентов FGF при нейрогенезе у планулы
N. vectensis [103, 127]. При регенерации поли#
пов колониальных склерактиниевых кораллов
из недифференцированных кусочков ткани
включаются каскады Wnt и FGF по данным
экспрессии разных компонентов каждого пути
на разных этапах регенеративного процесса,
что свидетельствует о возможном перекрёстном
взаимодействии двух каскадов. При этом у дан#
ных кораллов сохранялась тенденция регенера#
ции головной части, подобно Hydra при попе#
речном иссечении и N. vectensis при поврежде#
нии, а также активация апоптотических про#
цессов с последующей активацией каноничес#
кого пути Wnt [128]. С подробным описанием
механизмов молекулярной регуляции регенера#
ции у немодельных представителей Anthozoa
можно ознакомиться в обзоре van der Burg и
Prentis [129].
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Регуляция жизненного цикла Стрекающих.
Стрекающие демонстрируют большое разнооб#
разие жизненных циклов, включающее подвиж#
ные и прикреплённые стадии, наличие вегета#
тивного и полового процессов с вариациями по#
ла (гонохоризм, гермафродитизм) [80]. Ан#
самбль молекулярных каскадов участвует в регу#
ляции перехода из стадии в стадию.

У Hydra вегетативное размножение происхо#
дит за счёт процесса почкования: эвагинация
почки из стенки тела, сопровождающаяся про#
лиферацией и тканевыми перестройками в со#
ответствии орально#аборальной оси нового ор#
ганизма, приводит к образованию дочернего по#
липа, который впоследствии отделяется и ста#
новится автономным. Сигнальные каскады
FGFR и Notch функционально задействованы в
формировании границы между родительским
полипом и дочерним зачатком почки с возмож#
ным включением пути Wnt (экспрессия Tcf и β$
catenin показана в зоне начала эвагинации поч#
ки), что подробно описано в обзоре Böttger и
Hassel [130]. Размеры тела Hydra контролируют#
ся как Wnt#, так и TGF#β#каскадами, притом
Wnt#путь непосредственно влияет на экспрес#
сию компонентов TGF#β#пути. TGF#β сигналь#
ный путь контролирует, в свою очередь, образо#
вание почки при вегетативном размножении,
что формирует определённый переключатель
развития между фазой роста и репродуктивной
фазой, определяющий количество клеток орга#
низма Hydra [131].

У представителей класса Hydrozoa группы
Medusozoa отдельные молекулярные каскады
задействованы в процессах развития поло#
вой (медуза) и бесполой (полип) стадий жизнен#
ного цикла. Медуза развивается из группы про#
лиферирующих клеток, называемой энтокодо#
ном, который образуется путём инвагинации
участка эктодермы к энтодерме с формировани#
ем полости [132]. Полип развивается из планулы
путём метаморфоза или морфологической пере#
стройки, сопровождающейся апоптозом и ре#
дифференциацией отдельных типов кле#
ток [133, 134]. В процессе метаморфоза планулы
включается каскад Wnt. У Clytia и Hydractinia в
зоне орального полюса эктодермы планулы
экспрессируется Wnt3, при этом у Hydractinia та#
кая экспрессия связана с предотвращением
апоптоза [135], что, предположительно, может
быть и у Clytia [136]. Кроме того, у Hydractinia в
процессе метаморфоза путь Wnt/Tcf опосредует
формирование и поддержание орального пат#
терна с редукцией развития столонов при экто#
пической активации сигнального каскада [67].
Путь Notch не задействован функционально в
формировании нервной системы Hydractinia в

процессе метаморфоза [99]. Лиганд VEGF, путь
передачи которого опосредуется RTK#каска#
дом, но не рецептор пути VEGFR, активно
экспрессируется в процессе метаморфоза пла#
нулы в клетках энтодермы Podocoryne carnea.
Также лиганд и рецептор экспрессируются в эн#
тодерме развивающейся медузы P. carnea на ста#
дии почки – выроста тела полипа, затем в разви#
вающихся радиальных каналах, клетках попе#
речнополосатых мышц и бульбусах щупалец.
При этом экспрессия VEGFR в этих областях
медузы низкая [137].

На примере P. carnea была показана актива#
ция дифференциальной экспрессии генов ка#
нонического пути Wnt на стадии репродуктив#
ного полипа (Wnt, Frizzled, LRP5/6, Dishevelled,
CK2, APC, Tcf/Lef), что может быть связано с
дальнейшим развитием медуз на гонофо#
рах [138]. Также была детектирована коэкспрес#
сия генов лиганда Wnt3 и мембранных рецепто#
ров Frizzled (1 и 3) на дистальном и оральном
концах осей последовательного развития медуз
и полипов [138], что демонстрирует универ#
сальную роль сигнального каскада Wnt в про#
цессе развития разных стадий жизненного цик#
ла. У представителя Стрекающих с отсутствую#
щей стадией личинки#планулы в жизненном
цикле (Aplanulata) Ectopleura larynx Wnt#путь
опосредует развитие как полипов, так и ранних
мужских и женских гонофоров, представляю#
щих собой недоразвитых медуз, прикреплён#
ных к полипам. При этом экспрессия компо#
нентов Wnt#пути коррелирует с половым ди#
морфизмом гонофоров E. larynx, связанным с
образованием зачатков щупалец в оральной зо#
не женского гонофора и шарообразной струк#
туры, не разделённой на щупальца, в оральной
зоне мужского гонофора [139]. Кроме того, ав#
торы исследования предполагают, что ингиби#
рование экспрессии элементов пути Wnt может
быть вовлечено в процессы нарушения полно#
ценного развития медузы E. larynx [139].

У сцифоидных медузы развиваются из апи#
кальной части полипа в процессе стробиляции
(сегментации), а полип, в свою очередь, – из
планулы в результате метаморфоза, связанного с
элиминацией энтодермы планулы и образова#
нием вторичной энтодермы из клеток эктодер#
мы планулы с последующим развитием щупалец
полипа [140]. У Aurelia дифференциальная
экспрессия разных компонентов каскада Wnt,
специфическая главным образом для стадии ли#
чинки#планулы, и несколько лигандов со спе#
цифической экспрессией для медузы и строби#
лы были детектированы на разных стадиях жиз#
ненного цикла [35]. В процессе стробиляции
Aurelia включается несколько молекулярных
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каскадов. Wnt11a экспрессируются в эктодерме
оральной части каждого развивающегося сег#
мента – будущей эфиры, что сопровождается
экспрессией Bmp5/8 в энтодерме развивающей#
ся гастральной полости [33]. Гиперактивация
пути Wnt приводит к нарушению стробиляции,
связанной с отсутствием границ между сегмен#
тами [33]. Компоненты сигнального пу#
ти Hedgehog экспрессируются на стадии строби#
лы в сегментах и развивающейся эфиры (рецеп#
тор Patched и лиганды SHH1, SHH2) Aurelia.
Ингибирование этого каскада приводит к нару#
шению процесса сегментации полипа в процес#
се стробиляции [100].

У N. vectensis в результате метаморфоза пла#
нулы теряется подвижность с оседанием на дно,
формируется ротовое отверстие, окружённое за#
чатками щупалец, и развиваются первые мезен#
терии [96]. Несколько генов#лигандов каскада
TGF#β (Bmp2/4 и Gdf5$like) начинают экспрес#
сироваться на стадии бластулы и далее в мезен#
териях N. vectensis в процессе метаморфоза [40,
61, 63, 141]. Сигнальный путь FGF играет важ#
ную роль в процессе состояния компетентнос#
ти, то есть способности планулы задерживать
метаморфоз до обнаружения определённых сиг#
налов среды обитания, и метаморфоза планулы
рифового коралла Acropora millepora, что было
показано с помощью ингибироваия рецептора
пути FGFR1 в личинках в состоянии компетен#
ции [142].

Данных по изучению молекулярных каска#
дов, задействованных в процессах развития у
представителей Cubozoa, почти нет. Известно,
что в геноме Morbakka virulenta было найдено
14 генов семейства Wnt [33], однако отсутствует
информация по функциональной составляю#
щей Wnt#пути.

Процессы развития Cnidaria опосредуются
теми же ключевыми молекулярными путями,
что и у высших Metazoa: Wnt, Hedgehog, Notch,
TGF#β и RTK. Функциональная составляющая
каждого сигнального каскада индивидуальна
для отдельных классов Cnidaria, однако можно
выделить закономерности включения опреде#
лённых сигнальных путей, определяющих одни
и те же процессы развития у представителей
Стрекающих разных классов. Так, Wnt#путь
опосредует формирование орально#аборальной
оси у всех Cidaria, а путь Notch задействован в
книдогенезе у Hydra, Nematostella и Hydractinia.
Помимо описанных выше классических сиг#
нальных путей, в процессах развития Cnidaria
задействовано большое разнообразие молеку#
лярных каскадов, специфичных именно для
Стрекающих. Данные сигнальные пути более
подробно описаны в литературе [92, 100, 143].

СОВРЕМЕННЫЕ МЕТОДЫ
СЕКВЕНИРОВАНИЯ В ИССЛЕДОВАНИИ

РАЗВИТИЯ СТРЕКАЮЩИХ

Использование новейших молекулярно#ге#
нетических методов, применяемых для изуче#
ния процессов развития, позволяет проводить
детальные исследования не только молекуляр#
ной структуры и локализации включения регу#
ляционных сигнальных каскадов в пределах ор#
ганизма, но и их функциональной значимости в
отдельных процессах онтогенеза. Изучение
функций путей клеточной трансдукции, рас#
смотренных в предыдущем разделе, осущест#
вляется с помощью спектра методов, связан#
ных с генной манипуляцией, к которым в насто#
ящий момент относятся фармакологические
методы модулирования активности молекуляр#
ных каскадов и методы обратной генетики
(RNAi#, морфолино#опосредованный нокдаун,
CRISPR/Cas9, TALEN/Fok1#опосредованный
нокаут, гиперэкспрессия мРНК, использование
индуцибельных промоторов, активируемых теп#
ловым шоком). Подробное описание методик
изучения процессов развития на известных мо#
делях Стрекающих рассмотрено в обзорах [22,
96, 108]. В данном разделе будут рассмотрены
последние данные по использованию методов
широкомасштабного секвенирования при изу#
чении процессов развития Стрекающих.

Применение методов широкомасштабного сек=
венирования геномов для изучения механизмов
развития и распространения Стрекающих. Техно#
логии полногеномного секвенирования активно
используются для изучения разнообразных ас#
пектов развития и распространения Cnidaria [30,
31, 33, 34, 37, 144, 145]. Последние исследования
геномов Стрекающих выявляют интересные
особенности этого типа в плане развития и адап#
тации к условиям окружающей среды. Так, учё#
ные определили геномные характеристики ко#
ралловых полипов Acropora (Anthozoa) и генети#
ческие детерминанты их приспособленности к
изменению условий окружающей среды [146].
Молекулярное датирование позволило опреде#
лить эволюционную историю развития Acropora,
выявив, что их предки возникли около 55,8 млн
лет назад и пережили поэтапное повышение и
понижение глобальной температуры. Возможно,
это привело к увеличению видового разнообра#
зия Acropora [146]. Кроме того, была установлена
предполагаемая причина высокой чувствитель#
ности кораллов Acropora, приводящая к обесцве#
чиванию, связанная с нарушением у них синтеза
цистеина, ведущего к зависимости от симбиоти#
ческих водорослей. Также, по геномным данным,
были определены основные механизмы адапта#

БИОХИМИЯ  том  87  вып.  2  2022

240



НОВЫЕ ТЕХНОЛОГИИ В ИССЛЕДОВАНИЯХ СТРЕКАЮЩИХ

ции кораллов к стрессовым условиям окружаю#
щей среды, унаследованные от далеких предков
Acropora. Это специфичный механизм высоко#
скоростной кальцификации кораллов, специфи#
ческая тандемная дупликация генов ответа на
стресс (например гены, кодирующие малые цис#
теин#богатые пептиды и коралловые каспазы),
увеличение количества генов диметилсульфо#
пропионат лиазы (фермента цикла серы в океане,
который опосредует обратную связь между ат#
мосферой и океаном и может влиять на регули#
рование местного климата), произошедшее ещё
у предков Acropora в результате горизонтального
переноса генов от симбиотических водорослей,
и положительный отбор генов, кодирующих ан#
тимикробные пептиды, и генов симбиоза [146].
Секвенирование генома гигантской медузы
Nemopilema nomurai (Scyphozoa) выявило инди#
видуальные генетические особенности этого ви#
да, связанные с мобильностью и активным хищ#
ничеством, которые опосредуются увеличением
числа генов, кодирующих миозины II типа, ней#
ротрансмиттеры и белки ядов [34].

Применение широкомасштабного секвенирова=
ния для исследования процессов прямого и обрат=
ного развития Стрекающих. Молекулярно#гене#
тические детерминанты особенностей жизнен#
ного цикла существенно важны для исследова#
ния процессов развития Стрекающих. Как было
описано ранее, некоторые представители
Medusozoa обладают возможностью направлять
своё развитие в обратную сторону (по сравнению
с типичным жизненным циклом) с переходом на
более раннюю стадию развития. Описание эта#
пов классического пути жизненного цикла и пе#
реключение на «обратное развитие» на уровне
клеточных процессов представляет особый науч#
ный интерес в области биологии развития.

Больше всего молекулярно#генетических
исследований проводится в отношении прямого
развития Cnidaria. Так, у Scyphozoa на примере
A. aurita был охарактеризован процесс перехода
от стадии полипа к медузе и проведён анализ ре#
гуляции жизненного цикла. Исследователи раз#
делили процесс перехода на 3 этапа: индукция
метаморфоза понижением температуры, стро#
биляция (сегментирование тела полипа с апи#
кальной части и по направлению к проксималь#
ной) и развитие новых медуз из отделившихся в
процессе стробиляции сегментов#эфир [147].
Было установлено, что в процессе стробиляции
происходит выработка молекулярных веществ#
индукторов метаморфоза, которые концентри#
руются в сегментированной части стробилы и
отсутствуют у полипов и эфир. По данным тран#
скриптомного секвенирования стадий полипа,
медузы и эфиры, исследователи определили,

что процесс стробиляции инициирует сигналь#
ный путь ретиноевой кислоты, запускающийся
при добавлении ретинола в среду. Также были
определены индуктор стробиляции – 5#меток#
си#2#метилиндол (индуцировал стробиляцию
через 48 часов инкубации) – и гормон естест#
венной стробиляции, специфичный для A. auri$
ta [147]. С помощью транскриптомного профи#
лирования полного жизненного цикла A. aurita
были более подробно охарактеризованы основ#
ные сигнальные каскады, опосредующие специ#
фические для разных стадий процессы [35, 100],
и специфические для каждого этапа жизненно#
го цикла транскрипционные факторы [35], что
было также продемонстрировано на представи#
теле Scyphozoa Rhopilema esculentum [148]. На
стадии планулы у аурелии экспрессировались
основные компоненты пути Wnt (Wnt2, $3, $5b,
$8 и #16a), Frizzled, GSK$3β и Axin. В то же время
на других стадиях экспрессировалась лишь
часть лигандов: Wnt9/10, Wnt11a и Wnt3 – на
стадии медузы, Wnt16b – на стадии строби#
лы [35]. Подобная дифференциальная экспрес#
сия демонстрирует активное включение каска#
да Wnt в раннем эмбриональном развитии ауре#
лии. В исследовании развития Hydrozoa, прове#
дённом Leclère et al. [144], была охарактеризова#
на молекулярная структура жизненного цикла
Clytia hemisphaerica с определением специфичес#
ких маркёрных генов и транскрипционных фак#
торов для каждой стадии, а также проведён
сравнительный анализ процессов развития у
Hydrozoa, Scyphozoa и Anthozoa. Сборка тран#
скриптома de novo и последующий биоинформа#
тический анализ позволили сформировать но#
вую высококачественную базу транскриптом#
ных данных представителя Cubozoa Tripedalia
cystophora, которая была использована для иден#
тификации специфических для Стрекающих
нейропептидов, что расширило современные
представления о нейроанатомии представите#
лей Cubozoa [149]. Молекулярные пути и меха#
низмы, лежащие в основе полового размноже#
ния, были подробно описаны с использованием
транскриптомных данных у представителя
Anthozoa N. vectensis [92]. Авторы определили
ключевые процессы, активирующиеся при вы#
свобождении ооцитов в результате световой и
тепловой индукции, к которым относятся свето#
восприятие (экспрессия фоторецепторов), орга#
низация внеклеточного матрикса, регуляция ак#
тинового цитоскелета и компоненты циркадных
ритмов. При этом экспрессия компонентов ме#
таболических путей, таких как липидный мета#
болизм, и компонентов клеточного цикла была
подавлена. Половое размножение у исследуе#
мых актиний более чувствительно к температур#
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ным сдвигам, чем к световым изменениям [92].
Таким образом, высокопроизводительное сек#
венирование транскриптомов Стрекающих поз#
воляет подробно описать молекулярно#генети#
ческую структуру развития, а также определить
механизмы развития и влияние условий окружа#
ющей среды на жизненный цикл.

Эпигенетические подходы к изучению разви=
тия Стрекающих. Применение методов высо#
копроизводительного секвенирования для изу#
чения процессов развития Стрекающих позво#
ляет проводить более детальные исследования,
касающиеся структуры генома и генной
экспрессии с функциональной аннотацией. По#
мимо активно использующихся методов секве#
нирования тотальных геномов и транскрипто#
мов, нужно выделить эпигенетические исследо#
вания, используемые для изучения генетичес#
ких модификаций, не связанных с изменениями
в первичной последовательности ДНК, и при#
менение технологии секвенирования геномов,
транскриптомов и эпигеномов единичных кле#
ток в исследуемом образце для структурного и
функционального описания различных типов
клеток одного организма.

Эпигенетические изменения являются вари#
антом реакции генома живого организма на ва#
риабельные условия окружающей среды [150].
В настоящее время изучение эпигенетических
модификаций ограничено доступными метода#
ми, такими как анализ ДНК#метилирования,
исследования открытых участков хроматина,
ДНК#белковых взаимодействий и различных
модификаций гистонов.

Механизм ДНК#метилирования, заключаю#
щийся в переносе метильной группы в положе#
ние C5 на цитозине с образованием 5#метилци#
тозина, регулирует экспрессию генов путём
привлечения белков#репрессоров или путём ин#
гибирования связывания транскрипционных
факторов с ДНК [151]. Существует несколько ва#
риантов метилирования в зависимости от поло#
жения цитозина, которые можно разделить на
2 группы. К первой группе относится самый
распространённый вариант метилирования, воз#
никающий на цитозинах, предшествующих гуа#
ниновым нуклеотидам (CpG#сайты) [151].
Ко второй группе относятся редко встречающи#
еся варианты метилирования не по CpG#сайтам,
а на цитозинах, предшествующих другим типам
нуклеотидов (A, T, C), что было детектировано у
растений [152]. В геномах беспозвоночных мети#
лирование ДНК относительно редко встречается
в нуклеотидном контексте CG, однако оно часто
детектируется в активно транскрибируемых ге#
нах [153]. В процессе развития живого организма
уровень метилирования ДНК в геноме постоян#

но меняется, что является важной характеристи#
кой для изучения регуляторных функций гено#
ма [151]. Одним из полногеномных методов изу#
чения метилирования ДНК является бисульфит#
ное секвенирование, объединяющее разные под#
ходы к изучению метилирования, большая часть
из которых основана на бисульфитной конвер#
сии ДНК для обнаружения неметилированных
цитозинов (рис. 2). В процессе подготовки биб#
лиотеки инкубация с бисульфитом приводит к
химической конверсии всех неметилированных
цитозинов на урацил, который в процессе секве#
нирования идентифицируется как тимин. При
последующей обработке высчитывают процент
метилированных цитозинов по данным прочте#
ний после секвенирования [154, 155].

Данных по исследованию ДНК#метилирова#
ния у Стрекающих не так много, однако они де#
монстрируют важную роль метилирования в
процессах регуляции развития. На примере сим#
биотического модельного организма Aiptasia
(Anthozoa) было показано существование генов с
повышенным уровнем метилирования ДНК по
CpG#сайтам в кодирующей области гена и пони#
жением уровня метилирования ДНК в областях
начала и конца транскрипции [157]. Исследова#
тели предполагают, что такое специфическое ме#
тилирование играет важную роль для повыше#
ния точности транскрипции у Aiptasia и поддер#
жания транскрипционного гомеостаза, отвечаю#
щего за симбиоз [157]. В то же время нанопоро#
вое секвенирование полногеномного профиля
ДНК#метилирования у симбиотического корал#
ла Anthopleura elegantissima (Anthozoa), который
может существовать и как апосимбионт, проде#
монстрировало схожие профили метилирования
у симбиотической водоросли Elliptochloris marina
и у апосимбиотического A. elegantissima, что мо#
жет быть обусловлено особенностями симбиоза
конкретных организмов [158]. У разных предста#
вителей Anthozoa CpG#метилирование в кодиру#
ющей области генов связано с пластичностью
генной экспрессии в разных средах и популяци#
ях [159], а также с акклиматизацией [160], адап#
тацией к низким уровням рН [160] и эволюцией
кодонов [161]. Данные по метилированию ДНК у
Hydra ещё нуждаются в функциональной оценке,
однако есть некоторые исследования по тоталь#
ному уровню метилирования ДНК в целом орга#
низме. В геноме Hydra показано низкое содержа#
ние GC [162], поэтому уровень метилирования в
CpG#сайтах значительно ниже, чем в других об#
ластях генома. Авторы данного обзора предпола#
гают, что метилирование аденозина в положении
N6 (m6dA) может способствовать началу тран#
скрипции, необходимой в непрерывно делящих#
ся и дифференцирующихся клетках тела Hydra, а
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метилирование цитозина в положении C5 может
динамически регулироваться в процессе диффе#
ренцировки ооцитов [163]. У представителей эн#
допаразитов группы Myxo#sporea (Myxozoa), по
данным бисульфитного секвенирования, пол#
ностью отсутствует метилирование ДНК по ци#
тозину, что, по мнению авторов, может быть свя#
зано с малым размером генома [164].

Следующим важным методом эпигенетичес#
ких исследований является изучение доступнос#
ти хроматина в геноме по непосредственной де#
текции открытых областей, чувствительных к
нуклеазам, а также областей, в которых наблю#
дается низкая плотность нуклеосом или же они
отсутствуют. Открытый хроматин называют ещё
«активным» по способности к экспрессии ге#

Рис. 2. Принцип полногеномного бисульфитного секвенирования. Обработка образца ДНК бисульфитом приводит к хи#
мическому преобразованию неметилированных цитозинов в урацилы, которые при проведении амплификации опреде#
ляются как тиминовые основания. Бисульфит#конвертированная ДНК используется для подготовки библиотеки секве#
нирования, которая заключается в лигировании адаптеров, сиквенсных праймеров и амплификации библиотеки. По по#
лученным данным секвенирования проводится анализ сайтов гипер# и гипометилирования по всему геному. Схема – на
основе протокола бисульфитной конверсии набора EZ DNA Methylation#Gold™ Kit («Zymo Research», США). Описание
к рисунку составлено на основе источников [154, 156]



нов. Одним из часто используемых эпигенети#
ческих подходов является анализ доступного
для транспозазы хроматина с помощью секве#
нирования или ATAC#seq (Assay for Transposase#
Accessible Chromatin using sequencing) [165].
Принцип метода заключается в использовании
высокоактивного фермента транспозазы Tn5,
которая фрагментирует ДНК по открытым
участкам, одновременно интегрируя праймеры
для секвенирования (рис. 3) [165].

Секвенирование библиотеки проводится на
стандартных платформах, например, на плат#
форме «Illumina», США. Анализ данных позво#
ляет идентифицировать открытые участки хро#
матина в геноме, а также использовать эти дан#
ные для изучения регуляции экспрессии генов.

Исследования с использованием ATAC#seq на
N. vectensis продемонстрировали взаимосвязь
открытых участков хроматина и транскрипции
генов циркадного ритма, изменяющейся в зави#
симости от режима светового культивирования.
По результатам исследования показано, что бо#
лее половины промоторов известных циркадных
генов находились в участках открытого хромати#
на. Кроме того, в работе были идентифицирова#
ны активные энхансеры, специфичные для раз#
ных режимов светового культивирования [166].
Эксперименты с тепловым воздействием (37 °С)
на N. vectensis, выращенную в лабораторных ус#
ловиях и собранную в полевых условиях, пока#
зали, что разные условия выращивания влияют
на эпигеном N. vectensis, демонстрируя участие
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Рис. 3. Принцип метода ATAC#seq (Assay for Transposase#Accessible Chromatin using sequencing). Гиперактивная транспоза#
за Tn5 инкорпорирует специфические адаптеры в области открытого хроматина в месте разреза ДНК. Очищенная фраг#
ментированная по открытым участкам ДНК используется для подготовки библиотеки секвенирования. По полученным
данным секвенирования проводят анализ открытых участков генома, детектируют положение нуклеосом и закономер#
ности расположения транскрипционных факторов [165]
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различных транскрипционных факторов и от#
личный для разных условий транскрипционный
ответ на повышение температуры. Функцио#
нальный анализ состава дифференциально
экспрессируемых генов позволил определить,
что в ответ на тепловое воздействие включаются
разные сигнальные клеточные пути, зависящие
от условий культивирования: в полевых услови#
ях – пути, относящиеся к контрольным точкам
клеточного цикла, репликации, репарации ДНК
и структурированию гомеостаза, а в лаборатор#
ных условиях – пути, связанные с метаболичес#
кими процессами (метаболизмом аминокислот,
амидов), везикулярным транспортом и стабили#
зацией белков. Таким образом, данное исследо#
вание демонстрирует прямое воздействие усло#
вий окружающей среды на эпигенетическую ре#
гуляцию ответа на стрессовые условия [167].
Разная эпигеномная регуляция в ответ на тепло#
вой стресс была показана у вышеупомянутого
симбиотического анемона Aiptasia [168]. Описа#
на эпигенетическая регуляция в процессе реге#
нерации оральной части с щупальцами у Hydra.
По данным ATAC#seq, у Hydra в верхней части
тела на стадии регенерации идентифицировали
более 20 000 открытых хроматиновых участков.
В сопоставлении с другим эпигенетическим ме#
тодом ChIP#seq (описанным ниже) удалось уста#
новить положение доступных участков хромати#
на: более 3000 из них находились в межгенных
областях, более 800 открытых регионов пере#
крывались с интронами и более 200 участков – с
экзонами. Таким образом, впервые был пред#
ставлен анализ элементов открытого хроматина
в геноме Стрекающих в контексте процесса раз#
вития [169].

Анализ ДНК#белковых взаимодействий яв#
ляется важнейшим из эпигенетических методов,
позволяющим довольно точно детектировать
регуляторные элементы генома. Одним из рас#
пространённых методов считается ChIP#seq
(Chromatin immunoprecipitation followed by
sequencing) или иммунопреципитация хромати#
на с последующим секвенированием [170].
Принцип заключается в использовании специ#
фических антител, которые при инкубации им#
мунопреципитируют ДНК#связанные белки, за#
тем ДНК осаждается, очищается от белков и
секвенируется (рис. 4). Этот метод позволяет де#
тектировать области активных промоторов, сай#
ты связывания транскрипционных факторов и
других регуляторных элементов по всему гено#
му, а также в сочетании с РНК#секвенировани#
ем и ДНК#метилированием устанавливать регу#
ляторные сети генов [170, 171].

Кроме того, данный метод используется для
анализа модификаций гистонов, определяющих

состояние транскрипции генов локального
участка генома. К основным хорошо известным
типам модификаций относятся: ацетилирование,
метилирование, фосфорилирование и убиквити#
нирование. Существуют также и другие недавно
открытые типы модификаций, например, деими#
нация или пролиновая изомеризация [174].
В настоящее время известно большое количество
данных по модификациям гистонов и их функ#
циям в хроматине [175], однако к основным гис#
тоновым меткам, широко использующимся в
эпигенетических исследованиях, относятся: мо#
нометилирование по четвёртому остатку лизина
гистона H3 (H3K4me1) и ацетилирование гисто#
на H3 по лизину 27 (H3K27ac), связанные с эн#
хансерными областями; метка промоторных ре#
гионов – триметилирование гистона H3 по чет#
вёртому остатку лизина (H3K4me3); триметили#
рование гистона H3 по лизину 36 (H3K36me3) –
метка транскрибируемых участков в теле генов;
триметилирование гистона H3 по лизину 27
(H3K27me3) – метка транскрипционного реп#
рессорного комплекса Polycomb; триметилирова#
ние гистона H3 по лизину 9 (H3K9me3) – метка
гетерохроматина [173].

Данные ChIP#seq расширили понимание
эпигеномной регуляции регенерации частей те#
ла Hydra. Как было упомянуто выше, комбини#
рование с данными ATAC#seq позволило опреде#
лить положение доступных участков хроматина,
а также идентифицировать кандидаты активных
проксимальных промоторов, энхансерных реги#
онов и транскрипционных факторов [169].
В процессе регенерации тканей апикальной час#
ти тела Hydra было отмечено динамическое ре#
моделирование регуляторных элементов, боль#
шинство которых теряло свою доступность при
регенерации. При этом определённые энхансер#
ные и промоторные области активировались,
например, один промоторный и два регулятор#
ных сайта гена Wnt3, который, как известно, за#
действован в организации апикальной части
Hydra в процессе регенерации [169]. При экто#
пической активации пути Wnt были детектиро#
ваны межгенные участки – потенциальные эн#
хансеры рядом с генами ключевых транскрипци#
онных факторов (Brachyury1, Cngsc, Pitx1) и ли#
гандов Wnt#пути (Wnt5a, Wnt11), регулирующих
развитие головной части Hydra [176].

В геноме N. vectensis было идентифицирова#
но более 5000 энхансерных областей, подтверж#
дённых также в экспериментах in vivo [177]. Так#
же у N. vectensis была определена ассоциация
транскрипционного кофактора p300 с энхансе#
рами и показана их активация непосредственно
в процессе гаструляции и на стадии планулы.
Функциональная характеристика генов, распо#



ложенных вблизи энхансерных областей, вы#
явила превалирование генов регуляции тран#
скрипции, сигнальных клеточных путей и про#
цессов развития у N. vectensis. При этом гены,
кодирующие транскрипционные факторы, бы#
ли связаны с несколькими энхансерами чаще,
чем гены домашнего хозяйства [177].

Изучение развития Стрекающих на уровне еди=
ничных клеток. Методы секвенирования гено#
мов, транскриптомов и эпигеномов отдельных
клеток положили начало новой эре молекуляр#
но#генетических исследований процессов разви#

тия живых организмов, что позволило проводить
более детальные исследования разных типов кле#
ток в пределах одного организма и изучать кле#
точную дифференциацию на разных этапах жиз#
ненного цикла. В данном подразделе будут опи#
саны исследования на Стрекающих с использо#
ванием секвенирования единичных клеток.

Первым и фундаментальным научным ис#
следованием по секвенированию отдельных
клеток Стрекающих является работа научных
групп Marlow и Tanay [178]. В качестве модель#
ного объекта использовали представителя акти#
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Рис. 4. Принцип метода ChIP#seq (Chromatin immunoprecipitation followed by sequencing). Фиксация хроматина, связанная
с обработкой клеток формальдегидом, in vivo приводит к перекрёстному сшиванию ДНК и целевых белков. При изучении
нативного хроматина этот шаг опускается. Далее хроматин фрагментируется ферментативно или ультразвуковой обработ#
кой. Последующая преципитация целевых ДНК#связывающих белков осуществляется путём использования специфич#
ных антител к данным белкам. Очистка ДНК заключается в длительном нагреве и ферментативной обработке протеина#
зами и рибонуклеазами с последующей очисткой на мембранных колонках или путём фенол#хлороформной экстракции.
Готовая ДНК используется для подготовки библиотеки. По полученным данным секвенирования проводят анализ откры#
тых участков генома, положения транскрипционных факторов и сайтов модификаций гистонов [171–173]
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ний N. vectensis, на котором были проведены экс#
перименты по секвенированию транскриптомов
единичных клеток (по#другому называют single
cell RNA#sequencing или scRNA#seq) и открытого
хроматина методом ATAC#seq. Для секвенирова#
ния транскриптомов использовали метод мас#
сивного параллельного секвенирования единич#
ных клеток (MARS#Seq), который заключается в
сортировке клеток с помощью проточного сор#
тирующего цитофлуориметра (FACS) и их иммо#
билизации на луночном планшете (каждая клет#
ка в отдельной лунке). После лизиса клетки на
полиА#последовательность мРНК отжигается
олиго(dT)#праймер с уникальным молекуляр#
ным олигонуклеотидным идентификатором
(UMI), индивидуальным для каждого праймера
и лунки, одинаковым для всех праймеров в каж#
дой лунке клеточным баркодом, адаптером
«Illumina» и промотором Т7. С олиго(dT)#прай#
мера начинается обратная транскрипция с обра#
зованием первой цепи комплементарной
ДНК (кДНК). После этого все клеточные лизаты
смешиваются, образуя единую группу для даль#
нейшей амплификации. Синтезируется вторая
цепь кДНК с последующей транскрипцией. По#
лученная РНК фрагментируется, и к ней лигиру#
ют адаптер «Illumina» для секвенирования с до#
полнительным баркодом клеточной смеси
(группы амплификации). После обратной тран#
скрипции готовая баркодированная кДНК ис#
пользуется для подготовки библиотеки для сек#
венирования (рис. 5) [179, 180].

Комбинируя транскриптомные и эпигеном#
ные данные единичных клеток, исследователям
удалось создать целый атлас различных типов
клеток у взрослого организма N. vectensis: были
идентифицированы кластеры разных клеток и
гены со специфической для каждого кластера
экспрессией, то есть маркёрные гены для каж#
дого типа клеток. Например, было показано,
что в книдоцитах экспрессируются белки капсу#
лы (миниколлагены, нематогалектины) и
ядов (NEP). Также исследователи охарактеризо#
вали разные типы клеток у стадии планулы, от#
метив при этом два плануло#специфических
кластера клеток – нейроны и клетки апикально#
го органа. Сравнительный анализ репертуаров
генов, специфичных для разных типов клеток,
показал, что высоко консервативные гены име#
ют низкую специфичность к типу клеток, а ге#
ны, кодирующие специфичные белки Стрекаю#
щих, демонстрируют высокую тканевую специ#
фичность. Кроме того, сравнение кластеров
клеток актинии и модельной нематоды
Caenorhabditis elegans выявило 3 типа клеток
N. vectensis, схожих по специфической генной
экспрессии с разными типами клеток у C. ele$

gans: ретракторные мышцы и гастродермис
N. vectensis соответствуют мышцам кишечника и
стенки тела C. elegans; недифференцированные
клетки#предшественники N. vectensis – клеткам
зародышевой линии и клеткам#предшественни#
кам у C. elegans со специфической экспрессией
генов хромосомной организации, ассоцииро#
ванной с митозом, репликацией и клеточной
пролиферацией; нейроны N. vectensis – нейро#
нам C. elegans. Дополнительно исследователи ус#
тановили модули транскрипционных факторов,
регулирующие разнообразие клеток у N. vecten$
sis, а также тканеспецифичные регуляторные
элементы в геноме N. vectensis [178]. Таким обра#
зом, данное исследование демонстрирует новые
знания об эволюции типов клеток животных и
тканеспецифической геномной регуляции.

Исследование на стволовых клетках Hydra с
применением секвенирования транскриптомов
единичных клеток позволило описать разнооб#
разные типы клеточных линий и их изменения в
процессе дифференцировки [181]. Ученые при#
менили другую технологию секвенирования,
которая называется «полногеномное профили#
рование экспрессии отдельных клеток с исполь#
зованием нанолитровых капель» или Drop#seq
(Droplet#sequencing) (рис. 6) [182].

Принцип метода заключается в генерации за
счёт тонкой микрофлюидики одноклеточной
эмульсии, состоящей из водно#масляной капли,
шариков из смолы с баркодированными прай#
мерами и клеток исследуемого образца, таким
образом, что все фрагменты от одной клетки
имеют общий баркод. Полученная эмульсия ис#
пользуется в дальнейшем для создания стандарт#
ных библиотек с короткими фрагментами для
секвенирования на распространённых приборах
фирмы «Illumina». Подготовка библиотеки
включает этап тагментации – фрагментации
ДНК транспосомами с одновременным лигиро#
ванием адаптерных последовательностей для
последующей амплификации с сиквенсными
праймерами «Illumina». После секвенирования
специальное программное обеспечение исполь#
зует идентификационные баркоды для сопо#
ставления прочтений и их количества с их ядром
или клеткой [182]. Исследователи отсеквениро#
вали около 25 000 транскриптомов единичных
клеток. По результатам анализа все клетки были
разделены на 3 кластера, представляющие от#
дельные клеточные линии: эктодерму, эндодер#
му и интерстициальные клетки. В каждом клас#
тере были определены свои популяции клеток в
широком диапазоне состояний дифференци#
ровки. Так, например кластеры дифференциро#
ванных эпителиальных клеток головы и подош#
вы связаны с соответствующими кластерами
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Рис. 5. Принцип метода MARS#seq (Massively parallel single cell RNA#Seq). Особенностью метода является возможность
использования трёхуровневого баркодирования: молекулярной метки (UMI), клеточной метки и метки клеточной смеси
для более точного анализа количества молекул. Метод позволяет учитывать только 3′#транскрипты мРНК с индивидуаль#
ными баркодами. По полученным данным секвенирования анализируют спектр активной мРНК во множестве отдельных
клеток. Описание к рисунку составлено на основе источников [179, 180]
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стволовых клеток тела полипа, а кластеры интер#
стициальных стволовых клеток связаны как с
предшественниками нейронов, так и с немато#
цитами. Кроме того, были определены кластеры
дифференцированных нейронов, железистых
клеток, нематоцитов и половых клеток, принад#
лежащих интерстициальной линии [181]. Анализ
дифференциальной экспрессии на уровне еди#
ничных клеток позволил идентифицировать

пространственную экспрессию эпителиальных
генов вдоль орально#аборальной оси тела Hydra
с определением ранее неохарактеризованных ге#
нов, кодирующих компоненты сигнальных пу#
тей развития (Wnt, BMP и FGF). С помощью де#
тальных исследований интерстициальной линии
клеток исследователи идентифицировали попу#
ляцию мультипотентных интерстициальных
стволовых клеток, установив у них низкий уро#
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Рис. 6. Принцип метода Drop#seq (Droplets). Формат баркодирования схож с таковым у MARS#seq. Разница заключается
в том, что баркоды прикреплены к микрочастицам (шарикам). Каждая микрочастица содержит множество олиго(dT)#
праймеров с одним и тем же клеточным баркодом (Cell_bc), адаптером «Illumina» (IA1) и разными UMI для цифрового
подсчёта молекул мРНК. Как и в случае MARS#seq, при обработке данных учитываются только 3′#транскрипты. По полу#
ченным данным секвенирования анализируют транскрипты мРНК во множестве отдельных клеток. Схема – на основе
работы Macosko et al. [182] c дополнениями на основе протокола Bageritz и Raddi [183] и протокола подготовки библио#
тек Nextera XT DNA Library Prep Reference Guide («Illumina, Inc.»)
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вень или отсутствие экспрессии генов диффе#
ренцировки. Этот кластер клеток использовали
для определения траектории развития интерсти#
циальной линии, что выявило дифференциров#
ку нейронов и железистых клеток через единое
общее клеточное состояние, отличное от пути
дифференцировки нематоцитов [181]. Примене#
ние метода ATAC#seq и его комбинирование с
scRNA#seq позволило определить экспрессию
транскрипционных факторов, специфичную для
разных типов клеток и на разных этапах диффе#
ренцировки. Так, например, было показано, что
гомеобоксный транскрипционный фактор RX
задействован в развитии базального диска, а
фактор транскрипции RFX функционирует в
спецификации железистых клеток. Используя
флуоресцентную гибридизацию in situ, научная
группа сконструировала подробную молекуляр#
ную карту нервной системы Hydra, определив
12 различных подтипов нейронов [181].

Интересное исследование с использованием
секвенирования транскриптомов единичных
клеток демонстрирует молекулярно#генетичес#
кую структуру эндосимбиоза между восьмилуче#
вым кораллом Xenia (Anthozoa) и одноклеточны#
ми динофлагеллятами [184]. Учёные использова#
ли технологию scRNA#seq на платформе компа#
нии «10X Genomics Ins.», США. Технология сек#
венирования схожа с описанным выше Drop#seq.
Исследователи определили 16 кластеров клеток с
генами#маркёрами для каждого кластера. От#
дельное внимание было уделено идентификации
клеток, задействованных в эндосимбиозе. Для
этого с помощью цитометра были отсортирова#
ны клетки с водорослями и клетки без них. На
данных клетках провели тотальное транскрип#
томное секвенирование, и затем полученные
данные комбинировали с данными scRNA#seq.
Дополнительное применение гибридизации
in situ (метода RNAscope) и микроскопии крио#
консервированных срезов тканей позволили,
предположительно, установить кластер клеток
гастродермиса, участвующий в эндосимбио#
зе [184]. Исследование процесса регенерации
эндосимбиотической линии Xenia после физи#
ческого удаления щупалец с использованием
вычислительных методов для установления
псевдовремени (меры того, как далеко продви#
нулась клетка в ходе биологического прогрес#
са) [185] и динамики экспрессии (ожидаемого
изменения экспрессии генов в ближайшем буду#
щем) [186] показало, что эндосимбиотические
клетки существуют в пяти динамических состоя#
ниях между гомеостатическими условиями и
процессом регенерации: состояние 1 – преэндо#
симбиотический предшественник, который че#
рез промежуточное состояние 2 переходит в со#

стояние 3 (зрелые клетки с водорослями), а за#
тем через промежуточное состояние 4 – в состо#
яние 5 (постэндосимбиотические клетки). В об#
разцах, проходящих регенерацию, обнаружен
более высокий процент клеток в состояниях 1
и 2, в отличие от не регенерирующих вариантов,
где оказалось больше клеток в состояниях 3–5.
Показано, что пре#эндосимбиотические клетки
экспрессируют лиганды молекулярного каска#
да Wnt (Wnt7b, Wnt11), которые могут быть за#
действованы в регуляции пролиферации и диф#
ференцировки клеток#предшественников [184].
Данное исследование демонстрирует новую ха#
рактеристику эндосимбиоза у кораллов, а также
его необходимость в процессе регенерации.

Новые данные по секвенированию единич#
ных клеток у представителя Hydrozoa C. hemi$
sphaerica показывают пластичность разных типов
клеток в условиях голодания [187]. С использо#
ванием технологии «10X Genomics Ins.» было
определено 36 клеточных популяций, составля#
ющих 8 основных кластеров клеток C. hemi$
sphaerica, соответствующих эпидермису, гастро#
дермису и производным мультипотентных интер#
стициальных стволовых клеток (ISC). Функцио#
нальная аннотация кластеров клеток с исполь#
зованием уже опубликованных данных scRNA#
seq и экспериментальных данных гибридизации
in situ генов в целом организме позволила вы#
явить новые типы клеток – биолюминесцент#
ные клетки щупалец, экспрессирующие специ#
фические эндогенные зелёные флуоресцентные
белки (GFP), а также эпителиально#мышечные
клетки гладкого и поперечнополосатого типа,
выстилающие нижний слой колокола и велум,
6 подтипов пищеварительных клеток в гастро#
дерме, соответствующие пищеварительным
участкам в гастроваскулярной системе (желу#
док, гонады и бульбусы щупалец), предполагае#
мые механосенсорные клетки с экспрессией го#
мологов компонентов механосенсорного аппа#
рата, характерного для волосковых клеток поз#
воночных. Особенностью медузы C. hemisphaeri$
ca является возможность постоянной генерации
разных типов клеток, особенно нейронов и не#
матоцитов, из пулов ISC эпидермиса бульбусов
щупалец. Анализ траекторий дифференцировки
клеток интерстициальной линии с изучением
генной экспрессии выявил потенциально спе#
цифичные для C. hemisphaerica маркёрные гены.
Эксперимент с реакцией на стрессовые условия
в виде голодания показал, что организм не гене#
рирует новые типы клеток в ответ на голодание,
а формирует ответ за счёт изменения состояния
существующих клеток. Эффект голодания был
вариабельным для разных типов клеток, однако
наибольшие изменения происходили в клетках
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гастроваскулярной системы. Исследователи
составили целую систему из кластеров клеток, в
которых была детектирована дифференциаль#
ная экспрессия генов в процессе голодания,
например генов ферментов оксидоредуктаз, ди#
оксигеназ или генов лизосомального транспор#
та (Npc2$like), что позволило определить про#
цессы, на которые влияет голодание, как, на#
пример метаболизм жирных кислот в клетках
гастродермиса. Кроме того, высокая экспрессия
генов голодания была зафиксирована в ранних
ооцитах. Таким образом, голодание вызвало ре#
организацию гастродермы и популяции клеток
ооцитов. При этом изменения в организации
гастродермы и профилей транскрипции, выз#
ванные голоданием, опосредовали процессы са#
мопереваривания тканей и мобилизацию гаст#
родермальных клеток из гонад [187].

Технология секвенирования транскриптомов
и эпигеномов отдельных клеток является мощ#
ным инструментом для изучения процессов раз#
вития живых организмов. Метод позволяет не
только качественно охарактеризовывать разные
типы клеток и конструировать карты регулятор#
ных элементов геномов (на примере актинии
N. vectensis), но и моделировать траектории раз#
вития отдельных клеточных линий (например,
интерстициальных клеток у Hydrozoa). Кроме
того, разрешение секвенирования на уровне
единичных клеток позволяет более детально
рассмотреть роль симбиотических отношений
между разными организмами в процессах разви#
тия и регенерации (на примере коралла Xenia), а
также установить клеточные и регуляторные ме#
ханизмы процессов, происходящих в отдельных
организмах в ответ на стрессовые условия (на
примере гидромедузы C. hemisphaerica).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Стрекающие представляют собой уникаль#
ную группу животных с особенными характерис#
тиками, связанными со строением, эволюцией,
жизненными циклами, регенеративными спо#
собностями и процессами развития. Данные осо#
бенности обусловливают научный интерес к

этим животным, которые активно используются
в качестве различных модельных объектов. Ог#
ромное количество исследований посвящено
изучению процессов раннего развития разнооб#
разных представителей Cnidaria. Использование
технологий широкомасштабного высокопроиз#
водительного секвенирования поспособствовало
выявлению эволюционно консервативных меха#
низмов молекулярно#генетического контроля
этапов раннего развития Стрекающих и возмож#
ности их сопоставления с эмбриональным раз#
витием высших Metazoa. Развитие технологий
секвенирования нового поколения в области ге#
номики, транскриптомики и эпигеномики как
на уровне тканей, так и единичных клеток позво#
лило проводить более глубокие исследования
структуры и регуляторных функций генома, осо#
бенностей экспрессии определённых генов и
разных типов клеток в пределах одного организ#
ма. Использование методов широкомасштабно#
го секвенирования вывело научные знания в об#
ласти характеристики особенностей приспособ#
ленности Стрекающих к стрессовым условиям
окружающей среды, изучения жизненных цик#
лов (в частности, уникального обратного разви#
тия), исследования стволовых клеток и механиз#
мов развития на новый уровень. Эти данные не#
сут в себе важную информацию не только с точ#
ки зрения фундаментального научного интереса,
но и с точки зрения развития активно использу#
ющихся в прикладных областях технологий ши#
рокомасштабного секвенирования.
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BY Cnidaria USING HIGH=THROUGHPUT SEQUENCING

Review

T. V. Erofeeva1,2, A. P. Grigorenko1,2*, F. E. Gusev1,2,
I. A. Kosevich1,3, and E. I. Rogaev1,2,3,4

1 Department Research Center for Genetics and Life Sciences, Sirius University of Science and Technology,
354349 Sochi, Krasnodar Region, Russia; e$mail: anast1998@mail.ru

2 Vavilov Institute of General Genetics, Russian Academy of Sciences, 119991 Moscow, Russia
3 Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, 119234 Moscow, Russia

4 Department of Psychiatry, UMass Chan Medical School, Shrewsbury, MA 01545, USA

A unique set of features and characteristics of species of the Cnidaria phylum is the one reason that makes them a
model for a various studies. The plasticity of a life cycle and the processes of cell differentiation and development of
an integral multicellular organism associated with it are of a specific scientific interest. A new stage of development of
molecular genetic methods, including methods for deep genome, transcriptome, and epigenome sequencing, both at
the level of the whole organism and at the level of individual cells, makes it possible to obtain a detailed picture of the
development of these animals. This review examines some modern approaches and advances in the reconstruction of
the processes of ontogenesis of Cnidaria by studying the regulatory signal transduction pathways and their interactions.
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