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Одним из основных осложнений беременности и причин материнской и перинатальной смертно-
сти является преэклампсия. Патогенез преэклампсии связывают с развитием гипоксии плаценты и
плода и секрецией ряда эффекторных молекул. Клеточная линия хориокарциномы человека BeWo
b30 часто используется в качестве модели плацентарного барьера. Было показано, что производные
оксихинолина могут имитировать гипоксию за счет подавления HIF-пролилгидроксилаз и накоп-
ления HIF-1α. Данное воздействие в том числе приводит к изменению экспрессии микроРНК и их
генов-мишеней. Однако, при гипоксии в клетках может изменяться не только уровень отдельных
микроРНК, но и соотношение изоформ микроРНК, предположительно, ввиду неточностей работы
ферментов Drosha и Dicer. В данной работе было показано изменение экспрессии факторов, участвую-
щих в процессе созревании микроРНК, при имитации гипоксии производным оксихинолина в клетках
BeWo b30, что может являться одной из причин изменения соотношения изоформ микроРНК.
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Одним из основных осложнений беременно-
сти и причин материнской и перинатальной
смертности является преэклампсия, патология,

Список сокращений: dsРНК – двухцепочечная РНК,
FDR – False Discovery Rate, уровень ложноположи-
тельных результатов, HIF – Hypoxia-Inducible Factor,
индуцируемый гипоксией фактор. ДМСО – диметил-
сульфоксид, ФИТЦ – флуоресцеинизотиоцианат 

патогенез которой связывают с нарушением ма-
точно-плацентарного кровотока и развитием ги-
поксии плаценты и плода. По одной из теорий
считается, что гипоксия плаценты является пер-
вичным фактором, ведущим к развитию заболе-
вания: по-видимому, при гипоксии трофобласта
в кровоток матери и ребенка могут выделяться
различные эффекторные молекулы, запускаю-
щие патологические изменения [3, 4]. Одним из
таких классов молекул могут являться микроРНК –
короткие некодирующие РНК, осуществляю-
щие регуляцию экспрессии генов на посттран-
скрипционном уровне [5]. Известно, что после-
довательность микроРНК не всегда является ка-
нонической: встречаются изоформы микроРНК,
которые могут быть короче или длиннее канони-
ческой формы на несколько нуклеотидов с 3’-
или 5’-конца последовательности, причем такие
изменения могут существенно изменять регуля-
торные мишени молекулы [6]. При имитации ги-
поксии в клетках BeWo b30 было показано изме-
нение профиля экспрессии изоформ микроРНК
и их генов-мишеней в клетке [7], в том числе в
клетках эндотелия [8], которые также являются
неотъемлемой частью плацентарного барьера.
Молекулярные механизмы, лежащие в основе
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формирования изоформ микроРНК, практиче-
ски не изучены.

Механизм созревания микроРНК состоит из
нескольких последовательных этапов. Вначале в
процессе транскрипции в ядре клетки образуется
молекула при-микроРНК в форме шпильки. Да-
лее происходит внутриядерный процессинг при-
микроРНК, целью которого является удаление
неспаренных концов молекулы; главную роль на
этом этапе играет комплекс, состоящий из двух-
цепочечной РНК (dsРНК), специфической эндо-
рибонуклеазы Drosha и белка, связывающего
dsРНК, DGCR8 [9]. Полученная молекула пре-
микроРНК далее транспортируется в цитоплазму
белками XPO5/RAN-GTP, где проходит второй
этап процессинга с помощью комплекса белков
Dicer и TARBP2, которые приводят к отрезанию
петли шпильки пре-микроРНК, в результате чего
образуется РНК-дуплекс, далее распадающийся на
две зрелые цепи микроРНК [10]. Известно, что ра-
бота комплексов Drosha/DGCR8 и Dicer/TARBP2
зачастую происходит со смещениями в позициях
разрезания шпильки, что в конечном счете при-
водит к образованию различных изоформ мик-
роРНК, нуклеотидные последовательности кото-
рых отличаются друг от друга в нескольких пози-
циях на концах молекул [6]. Более того, на работу
комплексов могут оказывать сильное влияние
ряд других белков, что может приводить к изме-
нению профиля изоформ микроРНК [11]. Так,
семейства РНК-связывающих белков DDX5 и
DDX17 выполняют роль посредника между ком-
плексом Drosha/DGCR8 и белками SMAD,
SRSF1, SNIP1, TP53, оказывающими стимулиру-
ющее влияние на внутриядерный процессинг
микроРНК. Примером другого регуляторного
механизма является работа белков LIN28, KHS-
RP, HNRNPA1 и PACT, контролирующих как
внутриядерный, так и цитоплазматический про-
цессинг ярко экспрессированного семейства
микроРНК let-7.

Клеточная линия хориокарциномы человека
BeWo, в частности ее клон BeWo b30, часто ис-
пользуется для моделирования плацентарного
барьера in vitro, поскольку имитирует свойства
клеток трофобласта. Данная клеточная модель
позволяет изучать транспортную, барьерную,
секреторную и другие функции плацентарного
барьера и имитировать различные патологиче-
ские состояния [1]. Так, с помощью производно-
го оксихинолина, ингибирующего ферменты
HIF-пролилгидроксилазы, возможна имитация
гипоксии за счет накопления HIF-1α и регуляции
экспрессии генов-мишеней, ассоциированных с
ответом клетки на гипоксию [2].

Целью данного исследования являлось изуче-
ние изменения экспрессии белковых факторов,

участвующих в процессе созревания микроРНК,
при имитации гипоксии в клетках BeWo b30.

Клетки культивировали на полиэфирных про-
ницаемых вставках Corning Transwell площадью
0.143 см2 с размером пор 1.0 мкм. После достиже-
ния конфлюэнтности монослоя, которая контро-
лировалась с помощью импедансной спектроско-
пии [12–14] и проницаемости для ФИТЦ-декс-
трана массой 70 кДа, клетки инкубировали в
течение 24 ч в присутствии производного оксихи-
нолина D014-0021 в концентрации 10 мкМ, как
описано ранее [15]. Поскольку D014-0021 перед
добавлением в культуральную среду растворяется
в диметилсульфоксиде (ДМСО), то в контроль-
ном эксперименте в среду добавлялся ДМСО до
2 об. %. После 24-часовой инкубации клетки ли-
зировались в Qiazol Lysis Reagent для дальнейше-
го выделения РНК с помощью набора реагентов
Qiagen miRNeasy Micro Kit. После этого произво-
дился полногеномный транскриптомный анализ
с помощью микрочипов Affymetrix GeneChip
Human Transcriptome Array 2.0. Для поиска диф-
ференциально представленных генов в клетках
BeWo b30 в контрольных условиях и при имита-
ции гипоксии был применен t-критерий Стью-
дента с поправкой Бенджамини–Хохберга на
множественность сравнений путем расчета зна-
чений False Discovery Rate (FDR). Различия экс-
прессии генов считались достоверными при
FDR-p < 0.05. Вероятности, связанные с анали-
зом обогащения регуляторных путей, были рас-
считаны с помощью метода Монте Карло с коли-
чеством повторов, равным 100000. В результате
анализа литературы было определено 24 гена, ко-
дирующих белки, которые принимают участие в
процессе созревания микроРНК (табл. 1).

При сравнении результатов транскриптомно-
го анализа образцов с гипоксией против кон-
трольной группы было выявлено 7637 диффе-
ренциально экспрессированных генов из 25683
возможных (FDR < 0.05). Из 24 генов, ассоцииро-
ванных с процессингом микроРНК, экспрессия
17 статистически значимо различалась при гипо-
ксии и в нормальных условиях (в табл. 2 пред-
ставлены 6 генов с наибольшей разницей экс-
прессии). Дифференциально экспрессированны-
ми оказались гены DICER1 и DGCR8, что означает
непосредственное изменение в деятельности
комплексов, осуществляющих процессинг мик-
роРНК. Более того, большинство РНК-связыва-
ющих белков, регулирующих деятельность ком-
плексов Drosha/DGCR8 и Dicer/TARBP2, также
оказались значимо дифференциально представ-
ленными на транскриптомном уровне. Для до-
полнительной валидации значимости найденных
изменений, была оценена вероятность нахожде-
ния как минимум 17 генов со значимо изменен-
ным уровнем экспрессии при случайном выборе
24 из 25683 транскриптов, экспрессия 7637 кото-
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рых статистически значимо изменена. Вычислен-
ная вероятность оказалась меньше 1.6 × 10–5, что
обосновывает неслучайность найденного обога-
щения списка генов.

Таким образом, было показано, что в модели
плацентарного барьера на основе клеточной ли-
нии BeWo b30 при имитации гипоксии с помо-
щью производного оксихинолина значимо изме-
няется уровень экспрессии большинства генов,
кодирующих белки, которые вовлечены в моле-
кулярный механизм процессинга микроРНК.
Среди этих белков оказались как непосредствен-
ные ферменты-участники механизмов процес-
синга микроРНК, так и белки, косвенно регули-
рующие данный механизм путем воздействия на
ключевых игроков. Данные результаты хорошо
согласуются и дают теоретическое обоснование
наблюдаемому при гипоксии изменению профи-
ля экспрессии изоформ микроРНК.
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Таблица 1. Перечень генов, вовлеченных в процесс созревания микроРНК

Функциональная группа Гены

Регуляция активности комплекса Drosha/DGCR8 DROSHA, DGCR8, DDX5, SNIP1, HNRNPA1, SMAD7, 
SMAD3, SMAD5, SRSF1, SMAD1, SMAD9, SMAD2, 
DDX17, SMAD6, SMAD4

Транспорт пре-микроРНК RAN, XPO5
Регуляция созревания пре-микроРНК LIN28B, LIN28A, KHSRP, TP53
Регуляция активности комплекса Dicer/TARBP2 DICER1, PRKRA, TARBP2

Таблица 2. Изменение уровня экспрессии генов, вовлеченных в процесс созревания микроРНК, в клетках BeWo
b30 в условиях гипоксии и в нормальных условиях

Название гена
Средний уровень экспрессии 

в клетках, подвергнутых 
гипоксии, log2 (у.е.)

Средний уровень экспрессии 
в клетках в контрольных 

условиях, log2 (у.е.)

Кратность 
изменения, раз FDR p-значение

SMAD7 9.3 6.7 6 1.98 × 10–3

SNIP1 11.5 9.1 5.3 5.01 × 10–4

DICER1 12.0 13.0 2 2.38 × 10–4

DGCR8 7.0 7.9 1.9 1.08 × 10–3

TP53 11.6 10.7 1.9 2.84 × 10–3

DDX5 15.3 16.0 1.6 2.86 × 10–4
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FACTORS INVOLVED IN miRNA PROCESSING CHANGE ITS EXPRESSION 
LEVEL DURING IMITATION OF HYPOXIA IN BeWo b30 CELLS
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One of the main complications of pregnancy and causes of maternal and perinatal mortality is preeclampsia.
The pathophysiology of preeclampsia is associated with the development of placenta and fetal hypoxia and
secretion of a number of effector molecules. The human choriocarcinoma cell line BeWo b30 is often used as
a model of the placental barrier. It was shown that oxyquinoline derivatives can mimic hypoxia by suppressing
HIF-prolyl hydroxylases and the accumulation of HIF-1α. This effect also leads to a change in the expression
of microRNAs and their target genes. However, during hypoxia, not only the level of individual miRNAs in
cells, but also the ratio of miRNA isoforms (isomiRs) can change, presumably due to inaccuracies in the work
of the Drosha and Dicer enzymes. In this work, we showed a change in the expression of factors involved in
the maturation of miRNAs when simulating hypoxia with an oxyquinoline derivative in BeWo b30 cells,
which may be one of the reasons for the change in the ratio of miRNA isoforms.

Keywords: Drosha, Dicer, DGCR8, TARBP2, placenta, choriocarcinoma, BeWo, miRNA, miRNA iso-
forms, isomiRs
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