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Клетки хориокарциномы BeWo b30 используются для моделирования гипоксии трофобласта пла-
центы человека с применением хлорида кобальта (II) и производного оксихинолина (ПО) в каче-
стве химических индукторов фактора, индуцируемого гипоксией (HIF). В данном исследовании
было показано, что оба вещества активируют гипоксический путь и эпителиально-мезенхимальный
переход и подавляют пути клеточной пролиферации. Однако CoCl2 вызывал активацию пути апо-
птоза, что выражалось в повышении активности эффекторных каспаз-3 и 7, и увеличивал экспрес-
сию мишени ответа на несвернутые белки DDIT3. При воздействии CoCl2 активировался путь
mTORC1, в то время как ПО подавляло данный путь, как это происходит при реальной гипоксии
трофобласта. Таким образом, воздействие CoCl2 на клетки BeWo b30 может являться моделью более
тяжелой гипоксии с активацией апоптоза, а ПО имитирует умеренную гипоксию.
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При нормальном развитии плаценты на 9–10-й
день после оплодотворения клетки цитотрофоб-
ласта мигрируют в спиральные артерии матки и
замещают эндотелий, формируя сосуды с высо-
ким потоком, устойчивые к действию факторов,
регулирующих тонус сосудов. Нарушение инва-
зии трофобласта в сосуды вследствие гипоксии и
других факторов приводит к нарушению крово-
снабжения, эндоплазматическому стрессу и по-
вышению апоптоза клеток трофобласта [1].

Изучение биологии плаценты при беременно-
сти у людей ограничено по этическим причинам,
а плацента после нормальных родов или кесарева

сечения не отражает ранних этапов развития пла-
центы, важных для патогенеза преэклампсии.
Животные модели плаценты отличаются от чело-
веческой как на анатомическом, так и на молеку-
лярном уровне [2]. В связи с этим особое значе-
ние приобретают модели плацентарного барьера
in vitro. Первичные клетки трофобласта человека
имеют ограниченный потенциал деления и низ-
кую воспроизводимость результатов при исполь-
зовании клеток от разных доноров. Использова-
ние иммортализованных клеточных линий, ими-
тирующих нормальный трофобласт, таких как
линия хориокарциномы человека BeWo b30, поз-
воляет достичь лучшей воспроизводимости, а
применение внеклеточного матрикса и микро-
флюидных устройств для имитации естественно-
го микроокружения и кровотока еще больше при-
ближает модели in vitro к физиологическим усло-
виям [3].

Центральным звеном активации гипоксиче-
ского пути является накопление индуцируемого
гипоксией фактора 1 альфа (HIF-1α). При нор-
моксии HIF-1α гидроксилируется HIF-пролил-
гидроксилазами (PHD), что создает условия для
присоединения белка фон Гиппеля–Линдау
(pVHL) и запуска убиквитинилирования и проте-
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асомной деградации HIF-1α [4]. В условиях гипо-
ксии активность PHD подавляется, уровень
HIF-1α повышается, происходит его транслока-
ция в ядро и гетеродимеризация с конститутив-
но4й субъединицей HIF-1β, что вызывает тран-
скрипцию генов-мишеней [5].

Индукция гипоксии с помощью CoCl2 дости-
гается за счет замещения ионов Fe2+ в активном
центре PHD на ионы Co2+. Также CoCl2 вызывает
окисление аскорбатов, являющихся важными ко-
факторами PHD, связывается с HIF-1α, препят-
ствуя взаимодействию с pVHL, и ингибирует ас-
парагинилгидроксилазу FIH, ингибирующую
HIF. Более подробно механизмы действия CoCl2
описаны в обзоре [6]. Следует отметить, что гены,
экспрессия которых изменяется при действии
CoCl2, лишь частично пересекаются с таковыми
при дефиците кислорода, что может объясняться
действием CoCl2 на другие ферменты и сигналь-
ные пути клетки [7] и ставит под вопрос релевант-
ность данной модели гипоксии.

Ранее было показано, что для химического мо-
делирования гипоксии также могут использовать
производные оксихинолина (ПО), которые свя-
зываются с ионом Fe2+ в активном центре PHD,
но не других известных ферментов этого семей-
ства, что приводит к ингибированию гидрокси-
лирования HIF-1α, его накоплению в клетке и
активации гипоксийного пути [8]. Заместители в
7 положении ПО имитируют структуру домена
HIF-1α, контактирующего с активным центром
PHD, что обеспечивает специфичное связывание
с этими ферментами и уменьшает число побоч-
ных эффектов по сравнению с использованием
CoCl2 [9, 10].

Целью данного исследования являлось срав-
нение изменений в клетках на уровне транскрип-
тома при воздействии CoCl2 и ПО на клетки хо-
риокарциномы BeWo b30.

Клетки хориокарциномы BeWo b30 выращива-
лись в 6-луночных планшетах в среде DMEM с
L-глутамином и содержанием глюкозы 4.5 г/л с
добавлением 10% фетальной бычьей сыворотки
One Shot, 1% 100x MEM NEAA и 1% 100x Pen
Strep. При достижении 80% конфлюэнтности
клеточная среда заменялась на среду, содержа-
щую 300 мкМ CoCl2 или 5 мкМ ПО 4896–3212. В
контрольных условиях производилась замена на
свежую культуральную среду. Спустя 24 ч произ-

водилась оценка метаболической активности
клеток MTT-тестом, а также активности каспазы-3
и 7 как показатель эффекторной фазы апоптоза
набором реагентов Abcam Caspase-3 Assay Kit.

Выделение тотальной РНК проводили мето-
дом гуанидинтиоцианат-фенол-хлороформной
экстракции [11] с помощью набора реагентов Qia-
gen miRNeasy Mini Kit. Концентрация РНК опре-
делялась на приборе NanoDrop 1000 [12]. Каче-
ство РНК оценивалось на приборе Bio-Rad Expe-
rion по значению RQI [13].

Секвенирование следующего поколения про-
изводилось на приборе Illumina NextSeq 500 с
подготовкой библиотек набором Illumina Strand-
ed mRNA Library Prep Kit. Изменение экспрессии
генов считалось достоверным при кратности раз-
личий более 2.0 и p-значении для t-критерий
Стьюдента с поправкой Бенджамини–Хохберга
на множественность сравнений менее 0.05 [14].
Были определены активированные и подавлен-
ные сигнальные пути с использованием коллек-
ции MSigDB.

Тяжелая гипоксия, оксидативный стресс при
действии реактивных форм кислорода (ROS) и
эндоплазматический стресс могут вызывать акти-
вацию внутреннего сигнального пути апоптоза.
Эффекторная фаза апоптоза связана с активаци-
ей каспаз-3 и 7, обусловливающих основные про-
цессы апоптотической трансформации клеток
[15]. Относительная активность каспазы-3 и 7
представлена в табл. 1 вместе с метаболической
активностью по MTT-тесту. Из полученных дан-
ных можно сделать вывод, что при воздействии
CoCl2 сильнее выражена активации апоптоза в
клетках, что имитирует более тяжелую гипоксию
трофобласта по сравнению с ПО. Отсутствие раз-
личий в результатах MTT-теста между двумя воз-
действиями свидетельствует, что оба вещества
практически не оказывают значимого влияния на
активность митохондрий клеток как реакцию на
активацию гипоксического пути.

Воздействие CoCl2 на клетки BeWo b30 в тече-
ние 24 ч привело к статистически значимому из-
менению более чем в 2 раза экспрессии 3030 ге-
нов, а при воздействии ПО – 1030 генов, при этом
экспрессия 287 генов изменялась однонаправ-
ленно при обоих условиях. При обоих типах воз-
действия был активирован гипоксический путь и
эпителиально-мезенхимальный переход и подав-
лена активность путей, связанных с транскрип-

Таблица 1. Метаболическая активность и апоптоз в клетках BeWo b30

* p < 0.05.

Показатель Контроль ПО CoCl2

Метаболическая активность по MTT-тесту, % 100 ± 5 81 ± 4* 82 ± 5*
Активность каспазы-3 и 7, % 100 ± 17 147 ± 11* 213 ± 11*
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Рис. 1. Экспрессия генов, относящихся к сигнальному пути гипоксии (а) и апоптоза (б) в контроле и при воздействии
ПО и CoCl2.
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ционными факторами семейства E2F и контроль-
ной точкой G2M, т.е. путей клеточной пролифе-
рации. Это совпадает с эффектами гипоксии на
плаценту in vivo: активация HIF-1α в клетках тро-
фобласта подавляет деление и стимулирует кле-
точную подвижность, что приводит к миграции
клеток трофобласта и их инвазии в маточные со-
суды [1].

На рис. 1а представлены профили экспрессии
генов пути гипоксии в образцах контрольных
клеток и при воздействии ПО и CoCl2, свидетель-

ствующие об активации одинаковых мишеней
HIF-1α. При анализе генов, экспрессия которых
достоверно изменилась уникально для воздей-
ствия CoCl2, выявлена активация пути апоптоза и
ответа на ROS. Это подтверждает данные, что ко-
бальт может вызывать накопление ROS, вызывая
повреждение ДНК и приводя к апоптозу [16].

При этом среди генов, экспрессия которых из-
менилась только при воздействии ПО, активация
данных путей не наблюдалась. На рис. 1в пред-
ставлена экспрессия генов пути апоптоза, свиде-

Рис. 2. Сигнальный путь ответа на несвернутые белки при имитации гипоксии CoCl2. Несвернутые белки в эндоплаз-
матическом ретикулуме (ЭПР) связываются с белком BiP, что высвобождает белки PERK, IRE1α и ATF6. Все три вет-
ви данного пути направлены на компенсацию эндоплазматического стресса, однако при срыве адаптации повышают
экспрессию проапоптотического фактора транскрипции CHOP.
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тельствующая, что картина в контроле и при воз-
действии ПО практически не отличается, в то
время как кобальт вызывает значимую актива-
цию данного пути.

Гипоксия, сопровождающаяся образованием
ROS и цитоплазматическим стрессом, приводит к
нарушению правильного свертывания белков и
активации пути ответа на несвернутые белки.
Данный путь приводит к адаптации клетки к ги-
поксии, однако тяжелая гипоксия, превышаю-
щая компенсаторные возможности клетки, при-
водит через указанный путь к накоплению факто-
ра транскрипции CHOP, кодируемого геном
DDIT3, запускающего апоптоз [17]. При воздей-
ствии ПО экспрессия DDIT3 значимо не изменя-
лась, однако действие CoCl2 повышало экспрес-
сию DDIT3 в 3.9 раза (p < 0.001). На рис. 2 отобра-
жена упрощенная схема пути ответа на
несвернутые белки и отмечено повышение экс-
прессии CHOP, обнаруженное в нашем исследо-
вании. По-видимому, воздействие CoCl2 имити-
рует более тяжелую форму гипоксии по сравне-
нию с ПО. Было показано, что другое ПО,
известное под названием адаптахин, препятству-
ет активации апоптоза через ветвь ответа на не-
свернутые белки PERK/ATF4/CHOP [18], что со-
гласуется с нашими наблюдениями.

При анализе генов, экспрессия которых досто-
верно изменилась уникально для воздействия
ПО, выявлено снижение окислительного фосфо-
рилирования, что является нормальной реакцией
клеток трофобласта при переходе от аэробного к
анаэробному метаболизму при гипоксии [19].

Следует особо отметить, что по результатам
анализа сигнальных путей в клетках BeWo b30 при
воздействии ПО происходит подавление сигналь-
ного пути mTORC1, а при воздействии CoCl2 –
его активация. Известно, что гипоксия подавляет
сигнальный путь mTORC1 [20]. При воздействии
CoCl2 в 1.9 раза выросла экспрессия гена RHEB и
в 2.5 раза упала экспрессия гена TSC2, в то время
как при воздействии ПО экспрессия этих генов
достоверно не изменялась, что может объяснять
активацию пути mTORC1 при воздействии CoCl2
в отличие от ПО.

На рис. 3 отображена упрощенная схема одно-
го из механизмов контроля пути mTORC1 и отме-
чено выявленное воздействие CoCl2 на гены TSC2
и RHEB.

Таким образом, сравнение двух химических
моделей гипоксии, воздействия ПО и CoCl2, вы-
явило активацию в трофобласте сигнального пу-
ти гипоксии и эпителиально-мезенхимального
перехода и подавление клеточной пролиферации
при обоих воздействиях, однако воздействие ко-
бальта активировало гены, вовлеченные в сиг-
нальный путь апоптоза, и более выраженно уси-

ливало активность каспазы-3 и 7 в сравнении с
контрольными условиями и воздействием ПО.
CoCl2 активировал путь ответа на несвернутые
белки и mTORC1, а ПО подавляло путь mTORC1.
Все это указывает на то, что модель химической
гипоксии с использованием ПО отражает воздей-
ствие умеренной гипоксии на клетки трофобла-
ста, в то время как воздействие CoCl2 является
повреждающим воздействием, сопровождаю-
щимся выраженным апоптозом. С клинической
точки зрения различия в активация сигнальных
путей при умеренной и тяжелой гипоксии могут
означать необходимость разных подходов к лече-
нию этих состояний. Апоптоз и нарушение инва-
зии трофобласта в сосуды матери при тяжелой ги-
поксии могут являться предпосылкой к развитию
тяжелого осложнения беременности, преэкламп-
сии [1]. Активация HIF-1α с помощью ПО может
запускать в клетках антигипоксический ответ,
подготавливая клетку к реакции на тяжелую ги-
поксию, что оказывает нейропротекторный эф-
фект при инсульте и используется при лечении
анемии, связанной с почечной недостаточностью
[9]. Полученные результаты создают предпосыл-
ки для разработки подходов к профилактике раз-
вития гипоксических осложнений беременности.
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CHEMICAL INDUCTION OF TROPHOBLAST HYPOXIA BY COBALT 
CHLORIDE LEADS TO INCREASED EXPRESSION OF DDIT3
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Choriocarcinoma cells BeWo b30 are used to model human placental trophoblast hypoxia using cobalt (II)
chloride and oxyquinoline derivative (OD) as chemical inducers of hypoxia-inducible factor (HIF). In this
study, it was shown that both substances activate the hypoxic pathway and the epithelial-mesenchymal tran-
sition and inhibit the pathways of cell proliferation. However, CoCl2 caused activation of the apoptosis path-
way, increased the activity of effector caspases-3 and 7, and increased the expression of the unfolded protein
response target DDIT3. The mTORC1 pathway was activated upon exposition to CoCl2, while OD suppressed
this pathway, as it happens during real trophoblast hypoxia. Thus, CoCl2 can be a model of severe hypoxia
with activation of apoptosis, while OD mimics moderate hypoxia.

Keywords: placenta, choriocarcinoma, BeWo, hypoxia, cobalt, oxyquinoline, unfolded protein response,
DDIT3, CHOP, mTORC1
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