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Резюме 

Клетки трофобласта участвуют в формировании плаценты. В редких 

случаях они могут претерпевать опухолевую трансформацию, приводя к 

развитию хорионкарциномы (ХК). Одним из подходов в противоопухолевой 

терапии является таргетное воздействие на транскрипционный аппарат 

опухолевых клеток, в частности на циклин-зависимые киназы CDK8/19, 

ассоциированные c РНК-полимеразой II. Ингибирование циклин-зависимых 

киназ, в том числе CDK8/19, представляет интерес в целом как способ 

регуляции активности клеток. Актуальны исследования в области оценки 

возможности использования низкомолекулярных ингибиторов CDK8/19 при 

ХК, а также перспектив их применения для регуляции активности клеток 

трофобласта. Целью работы была оценка влияния ингибитора CDK8/19 на 

секреторную активность клеток трофобласта линии JEG-3. В работе 

использовали клетки линии JEG-3, индукторы (TNFα, IL-1β, IL-10, PMA) и 

ингибитор CDK8/19 (ИЦК). Оценена жизнеспособность клеток линии JEG-3 и 

секреция ими βХГЧ в присутствии ИЦК, а также секреция клетками линии 

JEG-3 цитокинов TGFβ1, RANTES и VEGF. Результаты. Установлено, что 

ИЦК не приводил к гибели клеток линии JEG-3 и не изменял их секрецию 

βХГЧ. Как провоспалительные факторы (TNFα, IL-1β, PMA), так и 

противовоспалительный цитокин IL-10 стимулировали секрецию TGFβ1 

клетками линии JEG-3. ИЦК увеличивал секрецию цитокина TGFβ1 клетками 

линии JEG-3. В случае последовательного воздействия на клетки линии JEG-

3 ИЦК и индукторов эффекты ИЦК на профиль секреции не выявлены. 

Секреция RANTES и VEGF клетками линии JEG-3 не изменялась под 

воздействием ИЦК или индукторов. Выводы. Ингибирование CDK8/19 не 

является вариантом терапии выбора при ХК из-за отсутствия его влияния на 

секрецию βХГЧ и отсутствия токсического эффекта на клетки трофобласта 

линии JEG-3. Повышение секреции TGFβ1 в присутствии ИЦК может иметь 

значение для модулирования функций клеток трофобласта при 

репродуктивных патологиях. 

 

Ключевые слова: JEG-3, TGFβ1, CDK8/19, хорионкарцинома, 

трофобласт, VEGF, RANTES. 
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Abstract 

Trophoblast cells participate in the placenta formation. In rare cases, they can 

undergo neoplastic transformation, leading to the development of choriocarcinoma 

(CC). One approach to antitumor therapy is targeting the transcriptional machinery 

of tumor cells, specifically the cyclin-dependent kinases CDK8/19, which are 

associated with RNA polymerase II. Inhibition of CDK8/19 is of general interest as 

means of regulating cell activity. Research of the potential use of small-molecule 

CDK8/19 inhibitors in CC and their applicability for regulating trophoblast cell 

activity is of current interest. The aim of the study was to evaluate the effect of a 

CDK8/19 inhibitor on the secretory activity of JEG-3 cells. JEG-3 cells, inducers 

(TNFα, IL-1β, IL-10, PMA), and a CDK8/19 inhibitor (ICDK) were used. The 

viability of JEG-3 cells and their secretion of βhCG in the presence of ICDK, as well 

as the secretion of the cytokines TGFβ1, RANTES, and VEGF, were assessed. 

Results. It was established that ICDK did not induce cell death in JEG-3 cells and 

did not alter βhCG secretion. Both proinflammatory factors (TNFα, IL-1β, PMA) 

and the anti-inflammatory cytokine IL-10 stimulated TGFβ1 secretion by JEG-3 

cells. ICDK increased TGFβ1 secretion by JEG-3 cells. No effects of ICDK on the 

secretion profile were observed after subsequent addition of inducers. RANTES and 

VEGF secretion by JEG-3 cells was not altered by ICDK or inducers. Conclusions. 

CDK8/19 inhibition might not be a treatment choice for CC due to its lack of effect 

on βhCG secretion and the absence of a toxic effect on trophoblast cells. Increased 

TGFβ1 secretion in the presence of ICDK may be important for modulating 

trophoblast cell function in reproductive pathologies. 

 

Keywords: JEG-3, TGFβ1, CDK8/19, choriocarcinoma, trophoblast, VEGF, 

RANTES. 
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1 Введение  1 

Трофобласт представляет собой клетки плодного происхождения, 2 

участвующие в формировании плаценты [1]. Выделяют несколько популяций 3 

клеток трофобласта, различающих по функциям: синцитиотрофобласт, 4 

выстилающий ворсины хориона; цитотрофобласт, покрывающий 5 

децидуальную оболочку, инвазивный цитотрофобласт, подразделяющийся в 6 

зависимости от локализации в слизистой матки на интерстициальную и 7 

эндоваскулярную субпопуляции [1]. Нарушения инвазии клеток трофобласта 8 

могут приводить к отсутствию адекватной имплантации бластоцисты (при 9 

привычном выкидыше и бесплодии) или позднее – к патологическим 10 

изменениям структуры плаценты (при преэклампсии и хронической 11 

плацентарной недостаточности). 12 

Клетки трофобласта в редких случаях могут претерпевать опухолевую 13 

трансформацию, давая развитие хорионкарциноме (ХК) [2]. ХК – быстро 14 

метастазирующая опухоль [2, 11, 12]. Выделяют два типа ХК – несвязанную с 15 

беременностью, клетки которой происходят из плюрипотентных стволовых 16 

клеток гонад, и связанную - гестационную (Г) ХК, которая формируется из 17 

синцитиотрофобласта, в также клеток цитотрофобласта [2]. ГХК может 18 

развиться после пузырного заноса (патологического разрастания хориона 19 

плодного яйца), но также может сформироваться после окончания 20 

физиологической беременности [2]. В редких случаях ХК формируется во 21 

время беременности и проявляется очаговой неоплазией ворсинчатого 22 

трофобласта [11, 12]. Крайне редко ГХК поражает не только плаценту, но и 23 

плод, вызывая его гибель в пренатальном периоде или гибель новорожденного 24 

в неонатальном периоде [9]. Лечение ХК проводят как правило с 25 

использованием комбинаций химиотерапевтических препаратов [2, 11, 12]. 26 

К настоящему времени помимо химиотерапии разрабатываются 27 

подходы для таргетного воздействия на опухолевые клетки. Одной из 28 

перспективных мишеней противоопухолевой терапии является циклин-29 

зависимая киназа (CDK) 8 и ее паралог CDK19 [5]. Семейство циклин-30 

зависимых киназ включает около 20 белков, регулирующих клеточный цикл и 31 

транскрипцию [5]. Описано влияние CDK8/19 на активность РНК-полимеразы 32 

II и ряда транскрипционных факторов (SMAD, STAT, NFκB и других), а также 33 

участие в активации внутриклеточных путей передачи сигнала, в том числе 34 

p53-зависимого, TGFβ-зависимого, STAT1–пути и mTOR-пути [5]. 35 

Ингибирование CDK8/19 может быть перспективным подходом в терапии 36 

многих видов опухолей (колоректальный рак, меланома, рак груди, рак 37 

простаты, плоскоклеточный рак шейки матки и другие) [5]. Отметим, что 38 

ингибирование CDK8/19 также представляет интерес в плане регуляции 39 

активности клеток. 40 

На данный момент нет данных об использовании низкомолекулярных 41 

ингибиторов CDK8/19 при ХК, а также их влиянии на клетки трофобласта. В 42 

связи с этим актуально исследование подобных ингибиторов в клеточной 43 

модели. Согласно описанному фенотипу и функциональной активности линии 44 
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JEG-3 [3, 4, 6, 7], эти клетки обладают характеристиками инвазивного 45 

трофобласта I триместра беременности. В частности, клетки линии JEG-3, как 46 

и клетки трофобласта, секретируют хорионический гонадотропин человека 47 

(ХГЧ), VEGF, TGFβ [3, 7]. Однако, в целом клетки линии JEG-3 являются 48 

опухолевыми, и могут использоваться в качестве модели опухолевой 49 

трансформации трофобласта. 50 

Целью работы была оценка влияния ингибитора CDK8/19 на 51 

секреторную активность клеток линии JEG-3. 52 

2 Материалы и методы 53 

Клеточные культуры 54 

Исследования проводили на клетках линии JEG-3 из Американской 55 

коллекции типовых культур («ATCC», США). Оригинальная линия получена 56 

Dr. Peter Kohler (Национальный институт здоровья ребенка и развития 57 

человека (NICHD), США) [4].  58 

Клетки культивирования в полной среде DMEM (Dulbecco's Modified 59 

Eagle Medium, Биолот, Россия) с инактивированной эмбриональной телячьей 60 

сывороткой (10%, Sigma, США), пируватом натрия (1 мМ, Sigma, США), 61 

пенициллином (100 Ед/мл) и стрептомицином (100 мкг/мл), L-глутамином (2 62 

мМ) и раствором заменимых аминoкиcлoт (1%) (Sigma, CША). Пересев клеток 63 

осуществляли каждые 48 часов. Дезинтеграцию конфлюэнтного монослоя 64 

клеток осуществляли с помощью смеси стерильных растворов версена (0,02%, 65 

Биолот, Россия) и трипсина (0,25%, Биолот, Россия). Жизнеспособность 66 

клеток контролировали с помощью раствора трипанового синего, она 67 

составляла не менее 93%. Все эксперименты с клеточными линиями 68 

проводили во влажной атмосфере при 37°С с 5% содержанием СО2. 69 

Индукторы 70 

Использовали рекомбинантные цитокины в следующих концентрациях: 71 

TNFα (препарат «Рефнолин», Латвия) - 50 Ед/мл, IL-1β (препарат 72 

«Беталейкин», Россия) - 1000 Ед/мл, IL-10 (R&D, США) - 10 нг/мл. Работе 73 

также использовали форбол 12-миристат 13-ацетат (РМА) (10 нг/мл, R&D, 74 

США). Для подавления активности циклин-зависимых киназ CDK8/19 75 

использовали специфический ингибитор (ИЦК, препарат «Кортистатин А», 76 

TargetMol, USA) в концентрации 1 мкМ.  77 

Оценка влияния ИЦК на жизнеспособность клеток линии JEG-3 78 

Клетки линии JEG-3 помещали в 96-луночный планшет (Sarstedt, 79 

Австрия) в 100 мкл полной культуральной среды и культивировали 22-24 часа, 80 

до образования 70% монослоя. Затем к клеткам добавляли ИЦК и 81 

инкубировали в течение 1 часа. Затем клетки снимали с планшета, промывая 82 

их смесью растворов версена и трипсина, переносили в пробирки и 83 

обрабатывали раствором пропидий иодида (2 мкг/мл, Sigma, США) при 4оС в 84 

течение 10 минут. Оценивали клеточную гибель по наличию пропидий иодида 85 

в клетках с помощью цитофлюориметра FacsCantoII (BD, США). Для контроля 86 

оценивали базовую гибель клеток линии JEG-3, не подвергавшихся 87 

воздействию ИЦК.  88 
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Оценка влияния ИЦК на секрецию β-субъединицы хорионического 89 

гонадотропина (β ХГЧ) клетками линии JEG-3 90 

Содержание β-ХГЧ в полученных образцах после культивирования 91 

клеток линии JEG-3 без и в присутствии ИЦК определяли методом 92 

электрохемилюминесцентного анализа с использованием коммерческих тест-93 

систем Elecsys βHсG» фирмы Roche Diagnostics GmbH (Германия) на 94 

автоматическом иммунохимическом анализаторе Cobas e411 (Япония). 95 

Оценка влияния ИЦК на секреторный профиль клеток трофобласта 96 

линии JEG-3 без и в присутствии индукторов  97 

Клетки линии JEG-3 культивировали также, как описано выше. Затем к 98 

клеткам вносили ИЦК, инкубировали 1 час, после чего в лунки добавляли 99 

цитокины в необходимых концентрациях и культивировали 24 часа. В 100 

качестве контроля использовали интактные клетки. Далее планшет 101 

центрифугировали при 200×g 10 минут, стерильно собирали 102 

кондиционированные клетками линии JEG-3 среды и замораживали их при -103 

80 °С. Оценку содержания и измерение концентрации цитокинов в 104 

полученных образцах проводили на проточном цитофлюориметре FacsCantoII 105 

(BD, США) при помощи метода анализа цитокинов CBA (Cytometric Bead 106 

Array), используя стандартные наборы: BD CBA human RANTES Flex Set, BD 107 

CBA human VEGF Flex Set, BD CBA human TGFβ1 Flex Set в соответствии с 108 

указаниями производителя (BD, США). Стандарты для построения 109 

калибровочной кривой обрабатывали аналогично опытным образцам. Затем с 110 

помощью калибровочной кривой устанавливали концентрации цитокинов. 111 

Проанализированы пробы от шести независимых экспериментов для 112 

контрольных образцов, и от трех независимых экспериментов для каждого 113 

индуктора и комбинации индуктора и ИЦК.  114 

Статистический анализ  115 

Статистический анализ проводили в программе GraphPad Prism 8 116 

(version 8.0.0 for Windows, GraphPadSoftware, SanDiego,California, USA. 117 

Применяли методы непараметрической статистики, а именно ранговый 118 

критерий Манна-Уитни для попарных сравнений и тест Краскела-Уоллиса 119 

(Kruskal-Wallis test) с последующим тестом множественных сравнений Данна 120 

(Dunn's post test) для сравнения параметров простимулированных клеток с 121 

контрольными интактными клетками. Различия рассматривали как 122 

статистически значимые при р < 0,05. Данные отражены в боксовых 123 

диаграммах, где границы прямоугольников соответствуют верхнему (75%) и 124 

нижнему (25%) квартилям, линия в прямоугольнике отражает значение 125 

медианы (m), минимум и максимум обозначены «усами» бокса.  126 

3 Результаты 127 

Оценено влияние ИЦК на жизнеспособность клеток линии JEG-3. 128 

Установлено, что количество погибших клеток, в присутствии ИЦК в 129 

использованной концентрации не изменялось по сравнению с гибелью 130 

нестимулированных клеток (Рисунок 1А). Установлено, что использованный 131 

ИЦК не влиял на продукцию клетками линии JEG-3 βХГЧ (Рисунок 1Б). 132 
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Проанализирована секреция клетками линии JEG-3 цитокинов TGFβ, 133 

RANTES и VEGF. Показано, что в случае инкубации как с 134 

провоспалительными цитокинами TNFα, IL-1β, так и противовоспалительным 135 

цитокином IL-10 клетки секретируют большее количество TGFβ1, чем 136 

интактные клетки. В присутствии PMA клетки также повышали секрецию 137 

TGFβ1. ИЦК стимулировал секрецию клетками линии JEG-3 TGFβ1, но не 138 

вызывал изменения секреторной активности клеток в случае их последующей 139 

стимуляции цитокинами (Рисунок 2А). Изменений концентраций RANTES и 140 

VEGF в кондиционированных средах клеток линии JEG-3, 141 

проинкубированных с индукторами, а также в присутствии ИЦК не выявлено 142 

(Рисунок 2Б,В). 143 

4 Обсуждение 144 

В работе установлено, что ингибирование CDK8/19 не приводило к 145 

гибели клеток линии JEG-3 и не влияло на их секрецию βХГЧ. 146 

Соответственно, терапия ХК с помощью подобного подхода маловероятна. 147 

Однако, в силу отсутствия клеточной токсичности ИЦК в использованной 148 

концентрации мы оценили его модулирующее влияние на клетки линии JEG-149 

3. Для этого мы проанализировали секрецию клетками линии JEG-3 цитокинов 150 

VEGF, RANTES и TGFβ1 в присутствии индукторов и ИЦК. 151 

Нами установлено, что интактные клетки линии JEG-3 секретируют 152 

цитокины TGFβ1, RANTES и ростовой фактор VEGF. Мы оценили секрецию 153 

цитокинов в присутствии PMA, являющегося индуктором протеинкиназы С и 154 

представляющего собой стандартным индуктор клеток в экспериментах in 155 

vitro [14]. Например, в клетках линии JEG-3 PMA стимулирует деградацию 156 

транскрипционного фактора GCMa, участвующего в формировании синцития 157 

[14]. Нами продемонстрировано, что PMA вызывает повышение секреции 158 

TGFβ1 клетками линии JEG-3, что дополняет данные литературы.  159 

В качестве индукторов мы также использовали провоспалительные 160 

цитокины TNFα и IL-1β, и противовоспалительный цитокин IL-10. Отмечено, 161 

что IL-1β и TNFα присутствуют в сыворотке крови пациентов с ХК [10]. 162 

Zachariages E. et al. показали, что IL-1β повышает гибель клеток линии JEG-3, 163 

в присутствии прогестерона жизнеспособность клеток возрастает [15]. 164 

Описано, что TNFα и IL-10 вызывают снижение экспрессии HLA-G клетками 165 

линии JEG-3, однако, отражалось ли это в изменении секреторной активности 166 

клеток, авторами не оценивалось [6]. Нами отмечено, что в результате 167 

инкубации клеток с TNFα, IL-1β или IL-10 повышалась секреция TGFβ1, в то 168 

время как секреция RANTES и VEGF не изменялась. Вероятно, в условиях 169 

стрессового воздействия, которое в эксперименте вызывали 170 

провоспалительными стимулами, клетки линии JEG-3 компенсаторно 171 

увеличивают продукцию TGFβ1. Это предположение подкрепляется данными 172 

литературы о том, что клетки линии JEG-3 экспрессируют рецепторы к TGFβ1, 173 

а в присутствии этого цитокина повышается их пролиферация [13].  174 

Отметим, что IL-10, являясь противовоспалительным цитокином, также 175 

стимулировал клетки линии JEG-3 к секреции TGFβ1. Ранее описано, что 176 
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клетки этой линии JEG-3 при совместном культивировании с NK-клетками 177 

могут вызывать синтез последними IL-10 [8]. Таким образом, секреция TGFβ1 178 

является конститутивной для клеток линии JEG-3, а ее повышение при 179 

внешнем воздействии, как про-, так и противовоспалительном, отражает 180 

участие TGFβ1 в поддержании гомеостаза клеток трофобласта. 181 

При анализе влияния ингибирования CDK8/19 на секрецию клетками 182 

линии JEG-3 цитокинов нами установлено, что сам ИЦК вызывал повышение 183 

содержания TGFβ1 в кондиционированных средах. Однако на фоне 184 

присутствия индукторов ИЦК не изменял секреторный профиль клеток, 185 

соответственно, ИЦК не влияет на эффекты цитокинов в отношении клеток 186 

лини JEG-3. 187 

Таким образом, на основании полученных данных о секреции клетками 188 

линии JEG-3 цитокинов в присутствии ИЦК мы предполагаем, что 189 

ингибирование CDK8/19 не является вариантом обоснованной терапии при 190 

ХК. Однако, установленное нами отсутствие токсического воздействия на 191 

клетки и повышение секреции ими TGFβ1 в присутствии ИЦК позволяет 192 

рассмотреть перспективы этого подхода для модулирования функций клеток 193 

трофобласта при репродуктивных патологиях, например, для управления 194 

глубиной их инвазии. Исследование различных дозировок ИЦК или других 195 

препаратов-ингибиторов CDK8/19 также представляется целесообразным.  196 

Информация о конфликте интересов: Авторы заявляют об отсутствии 197 

конфликта интересов.  198 
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РИСУНКИ 

 

Рисунок 1. Влияние ИЦК на клетки линии JEG-3: А) жизнеспособность клеток 

в присутствии ИЦК, Б) секреция клетками βХГЧ в присутствии ИЦК. 

Figure 1. The effect of ICDK on JEG-3 cells: A) cell viability in the presence of 

ICDK, B) secretion of βhCG by cells in the presence of ICDK. 

 
 

Рисунок 2. Влияние ИЦК и индукторов на секрецию клетками линии JEG-3 

цитокинов: А) TGFβ1, Б) RANTES, В) VEGF. Отличие от нестимулированных 

клеток: * - p<0,05. 

Figure 2. The effect of ICDK and inducers on the cytokine secretion by JEG-3 cells: 

A) TGFβ1, B) RANTES, C) VEGF. Difference from unstimulated cells: * - p<0.05. 
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