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Matrix metalloproteinases (MMPs) are important for 
the pathogenesis of psoriasis and other autoimmune 
disorders. In the extracellular matrix, accumulation 
of proinflammatory cytokines, such as interleukin 17 
(IL-17), causes an induction of several MMPs, includ-
ing MMP1. MMPs change the composition and other 
properties of the extracellular matrix. These changes 
facilitate tissue remodeling and promote the develop-
ment of psoriatic plaques. The aim of this study was 
to explore how MMP1 silencing might influence the 
biological effects of IL-17A on migration and prolif-
eration of human epidermal keratinocytes and the 
expression of genes involved in their division and 
differentiation. The experiments were performed 
with MMP1-deficient and control epidermal kerati-
nocytes, HaCaT-MMP1 and HaCaT-KTR, respectively. 
Cell proliferation and migration were assessed by 
comparative analysis of the growth curves and scratch 
assay, respectively. To quantify cell migration, the rep-
resentative areas of cell cultures were photographed 
at the indicated time points and compared to each 
other. Changes in gene expression were analyzed by 
real-time PCR. The obtained results demonstrated 
that MMP1 silencing in the cells treated with IL-17A re-
sulted in downregulation of MMP9 and MMP12, FOSL1, 
CCNA2, IVL, KRT14 and KRT17 as well as upregulation of 
MMP2, CCND1 and LOR. Moreover, MMP1 silencing led 
to a decrease of cell proliferation and an impairment 
of cell migration. Thus, MMP1-deficiency in epidermal 
keratinocytes can be beneficial for psoriasis patients 
that experience an accumulation of IL-17 in lesional 
skin. Knocking down MMP1 could influence migration 
and proliferation of epidermal keratinocytes in vivo, as 
well as help to control the expression of MMP1, MMP2, 
MMP9, MMP12, CCNA2, CCND1, KRT14 and KRT17, which 
are crucial for the pathogenesis of psoriasis.
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Матриксные металлопротеиназы (ММП) играют важную роль в 
патогенезе псориаза, а также ряда других аутоиммунных заболе-
ваний. Накопление интерлейкина 17A (ИЛ-17A) и других провоспа
лительных цитокинов в межклеточном матриксе приводит к ин- 
дукции генов некоторых матриксных металлопротеиназ, в част-
ности MMP1. Рост протеолитической активности в межклеточном 
матриксе меняет его состав и свойства, а также способствует струк- 
турной реорганизации пораженного болезнью участка кожи. 
Структурная реорганизация, в свою очередь, приводит к измене-
нию внешнего облика кожных покровов и образованию псориати-
ческих бляшек. Целью данной работы было исследовать влияние 
РНК-интерференции MMP1 на биологические эффекты ИЛ-17A, 
такие как способность данного цитокина стимулировать миграцию 
и пролиферацию эпидермальных кератиноцитов человека, а также 
регулировать экспрессию генов, которые играют важную роль 
в процессе дифференцировки данного типа клеток. В работе ис
пользовали иммортализованные эпидермальные кератиноциты 
с «нокдауном» MMP1 и без него – HaCaT-ММП1 и HaCaT-КТР соот- 
ветственно. Для оценки пролиферации клеток сопоставляли кри
вые их роста. Миграцию клеток оценивали путем сравнения ре
презентативных фотографических изображений, которые были 
получены через равные промежутки времени. Изменения в экс-
прессии генов анализировали методом ПЦР в режиме реального 
времени. Согласно полученным результатам, в клетках, обработан-
ных ИЛ-17A, РНК-интерференция MMP1 приводит к уменьшению 
экспрессии MMP9 и MMP12, FOSL1, CCNA2, IVL, KRT14 и KRT17, а так-
же к увеличению экспрессии MMP2, CCND1 и LOR. «Нокдаун» MMP1  
замедляет процесс миграции клеток и приводит к снижению ско-
рости их пролиферации. Таким образом, проведенное нами иссле-
дование показало, что в присутствии ИЛ-17A РНК-интерференция 
MMP1 обладает потенциальным терапевтическим эффектом, кото
рый может быть использован при лечении псориаза. «Нокдаун» 
ММП1 позволяет воздействовать на пролиферацию и миграцию 
клеток, а также контролировать экспрессию важных для патоге-
неза болезни генов (MMP1, MMP2, MMP9 и MMP12, CCNA2, CCND1, 
KRT14 и KRT17).
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интерлейкин 17; малая ингибирующая РНК; РНК-интерференция.
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Псориаз обыкновенный (psoriasis vulgaris) относится 
к числу наиболее распространенных хронических 
неинфекционных заболеваний кожи (Greb et al., 

2016). В России заболеваемость псориазом составляет 
~1.9 % (Хамаганова и др., 2015), что не превышает средне-
статистического показателя (3 %) по данным Всемирной 
организации здравоохранения (Michalek et al., 2017). 
Наиболее характерный признак псориаза – образование 
на коже больного псориатических бляшек. В 21.1 и 5.7 % 
случаев болезнь характеризуется поражением ногтей и 
суставов соответственно (Рукавишникова, 2009; Мишина 
и др., 2013). Наконец, частыми спутниками псориаза (так 
называемыми коморбидными заболеваниями) являются 
болезни сердечно-сосудистой системы, диабет II  типа, 
атеросклероз и др. (Батыршина, Садыкова, 2014).

На молекулярном уровне образование псориатических 
бляшек сопровождается изменениями в экспрессии не-
скольких тысяч генов (Zolotarenko et al., 2016), в числе 
которых гены, связанные с дифференцировкой и проли-
ферацией эпидермальных кератиноцитов. В частности, 
происходит снижение экспрессии KRT1, KRT5 и KRT10 
(Rao et al., 1996; Jin, Wang, 2014) и увеличение экспрессии 
KRT14, KRT16, KRT17 (Al Robaee, 2010; Jin, Wang, 2014). 
Экспрессия маркеров поздней стадии дифференцировки – 
лорикрина (LOR) и филаггрина (FLG) – уменьшается, а 
экспрессия маркера ранней стадии дифференцировки – 
инволюкрина (IVL), наоборот, возрастает (Soboleva et al., 
2014). Помимо этого повышается уровень экспрессии 
маркера пролиферации MKI67 (Yazici et al., 2005) и про-
исходят разнонаправленные изменения в экспрессии ряда 
циклинов. Так, экспрессия циклина Д1 (CCND1) падает 
(Reischl et al., 2007), а экспрессия циклина А2 (CCNA2) 
увеличивается (Manczinger, Kemény, 2013).

Ключевую роль в патогенезе псориаза отводят интер-
лейкину 17A (ИЛ-17A). Будучи одним из медиаторов вос-
палительного процесса, ИЛ-17A стимулирует экспрессию 
провоспалительных хемокинов (CCL20, CXCL1, CXCL2 и 
CXCL8), секреция которых в межклеточное пространство 
приводит к миграции активированных клеток иммунной 
системы в пораженный болезнью эпидермис и способ-
ствует стабилизации воспалительного процесса (Seo et 
al., 2017).

В последние несколько лет появились многочисленные 
данные об использовании терапевтических антител, спе
цифичных к ИЛ-17A, для лечения псориаза (Canavan et al., 
2016). По данным клинических испытаний, данная группа 
препаратов обладает высокой эффективностью, которая 
достигает 85–90  % при ее оценке с помощью индекса 
PASI75, и низкой иммуногенностью. При этом необходимо 
упомянуть о наличии у блокаторов ИЛ-17A серьезных по-
бочных эффектов, главный из которых – ослабление имму-
нитета. Кроме того, имеются противопоказания к приме-
нению блокаторов ИЛ-17A для больных с аллергическими 
реакциями, болезнью Крона и язвенным колитом. По этой 
причине вопрос о поиске других не менее эффективных 
методов лечения псориаза, в том числе основанных на 
принципиально иных подходах, остается по-прежнему 
актуальным. Одним из таких подходов в будущем может 
стать избирательная коррекция экспрессии важных для па-
тогенеза псориаза генов при помощи специфичных shРНК.

Непосредственно нашей главной задачей является изу
чение роли матриксных металлопротеиназ, в частности 
матриксной металлопротеиназы 1 (ММП1) в патогенезе 
псориаза. Ранее нами было показано, что нарушения в 
экспрессии некоторых матриксных металлопротеиназ – 
MMP1, MMP9 и MMP12 – совпадают по времени с обо- 
стрением болезни, а их содержание в пораженной бо
лезнью ткани коррелирует со степенью ее тяжести (Ста
родубцева и др., 2011). Целью данной работы было про-
яснить, как именно РНК-интерференция MMP1 может 
повлиять на миграцию и пролиферацию эпидермальных 
кератиноцитов, обработанных ИЛ-17A, а также на уро-
вень экспрессии этими клетками важных для патогенеза 
псориаза генов.

Материалы и методы
Культивирование клеток. Для проведения эксперимен-
тальной работы использовали культуры эпидермальных 
кератиноцитов человека, HaCaT-КТР и HaCaT-ММП1, 
полученные, как описано ранее (Могулевцева, Мезенцев, 
2017). Клетки культивировали в среде ДМЕМ, которая 
содержала 5 % эмбриональной сыворотки теленка, L-глу
тамин («ПанЭко», Россия) и антибиотик-антимикотик 
(Thermo Fisher Scientific, США). В процессе роста клеток 
питательную среду заменяли свежей через день. При по-
крытии клетками 70–75 % ростовой поверхности культуру 
пересевали в соотношении 1 : 5. Подсчет клеток проводили 
в камере Горяева.

Получение суммарной РНК. Суммарную РНК вы-
деляли при помощи реагента TRIZOL (Thermo Fisher 
Scientific), согласно ранее описанному протоколу (Chom-
czynski, Mackey, 1995). Качество препаратов РНК про-
веряли электрофоретически  – в 1.5  % агарозном геле, 
в неденатурирующих условиях. Для измерения концен-
трации РНК использовали флюориметрический метод и 
набор реагентов Qubit RNA BR Assay Kit (Thermo Fisher 
Scientific), согласно инструкции, предоставленной фир-
мой-производителем.

ПЦР в режиме реального времени. Перед проведени-
ем эксперимента из образцов выделенной РНК получали 
кДНК при помощи набора реагентов MMLV RT («Евро-
ген», Россия). ПЦР в режиме реального времени прово-
дили с праймерами из базы данных NCBI Probe (NCBI 
Probe, 2015) на приборе Eco (Illumina, США), согласно 
инструкции, предоставленной фирмой-производителем. 
В качестве эндогенного контроля использовали данные 
об экспрессии гена ACTB. Результаты анализировали при 
помощи компьютерной программы Eco (Illumina). Для 
каждого измерения готовили три параллельные пробы. 
Помимо этого каждый эксперимент повторяли трижды.

Количественная оценка пролиферации клеток. 
В 6-луночные планшеты высевали по 40 тыс. клеток на 
лунку. Ежедневно случайно выбранные образцы обраба-
тывали 0.25  % раствором трипсина-ЭДТА («ПанЭко»). 
После этого суспензию клеток окрашивали красителем, 
трипановым синим (0.2 %). Затем проводили подсчет кле-
ток в камере Горяева и по данным о количестве клеток в 
образцах строили графики кривых роста в линейных коор-
динатах. О скорости пролиферации клеток судили по вели-
чине угла наклона полученной экспериментальной кривой 
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после представления данных в полулогарифмических 
координатах. Каждый эксперимент повторяли трижды.

Количественная оценка миграции клеток. Клетки 
культивировали до тех пор, пока они полностью не покры-
вали поверхность культуральной чашки. Перед началом 
эксперимента по поверхности чашки при помощи носика 
для автоматической пипетки проводили прямую линию, 
очищая от клеток полосу шириной ~1.25 мм. Полученные 
образцы культивировали в течение пяти–шести дней, еже-
дневно фотографируя репрезентативные участки пока не 
занятых клетками областей. Для измерения площади ро-
стовой поверхности, пока не занятой клетками, использо-
вали сервисную опцию Free hand selection компьютерной 
программы ImageJ (Schindelin et al., 2015).

Статистическая обработка результатов. Результаты 
измерений представляли в виде: среднее значение ± стан-
дартное отклонение (m ± SE). Сравнение средних значений 
двух и более групп проводили посредством однофактор-
ного дисперсионного анализа. Если вероятность ошибки 
при отклонении нулевой гипотезы не превышала 0.05, то 
статистические различия между средними величинами 
считали статистически значимыми.

Результаты

Влияние РНК-интерференции MMP1  
на экспрессию генов
Инкубация клеток HaCaT-КТР и HaCaT-ММП1 в присут
ствии ИЛ-17A приводит к разнонаправленным измене-
ниям в экспрессии генов матриксных металлопротеиназ, 
цитокератинов, маркеров пролиферации и дифференци-
ровки эпидермальных кератиноцитов (рис. 1).

Так, в клетках HaCaT-КТР существенно возрастает 
уровень экспрессии MMP9 и ММP12 (11.15 ± 1.67 и 
7.58 ± 1.14 соответственно), а также снижается уровень 
экспрессии MMP2 (0.37 ± 0.05). Аналогичные значения в 
клетках HaCaT-ММП1 составляют 2.29 ± 0.34, 2.44 ± 0.37 
и 0.98 ± 0.15 соответственно (см. рис. 1, а). При этом в 
клетках с «нокдауном» MMP1 сохраняется низкий уровень 
экспрессии целевого гена (0.28 ± 0.04), несмотря на при-
сутствие в культуральной среде высокой концентрации 
ИЛ-17A.

Экспрессия маркера пролиферации MKI67 увеличива-
ется в обеих линиях клеток (3.80 ± 0.57 в HaCaT-КТР и 
5.66 ± 0.85 в HaCaT-ММП1, p = 0.36). Напротив, экспрес-
сия циклинов CCNA2 и CCND1 снижается (см. рис. 1, б ). 
Так, после обработки ИЛ-17A экспрессия CCNA2 состав- 
ляла 0.32 ± 0.05 в HaCaT-КТР и 0.13 ± 0.02 в HaCaT-ММП1, 
а экспрессия CCND1 – 0.13 ± 0.02 и 0.71 ± 0.11 соответ-
ственно.

Обращает на себя внимание, что в клетках HaCaT-КТР 
наблюдаются незначительные изменения в экспрессии 
маркеров дифференцировки эпидермальных кератино-
цитов и цитокератинов. Так, экспрессия IVL составляет 
1.44 ± 0.13, LOR  – 1.15 ± 0.11 и FLG  – 1.26 ± 0.27 (см. 
рис.  1,  в). При этом значения упомянутых параметров 
в клетках HaCaT-ММП1 равны 1.01 ± 0.11, 1.79 ± 0.17 и 
0.89 ± 0.14 соответственно. Изменения в экспрессии ци-
токератинов, наблюдаемые в HaCaT-КТР (см. рис. 1, г), в 
большинстве случаев не превышают 1.5 раза по сравне-
нию с контрольными образцами, за исключением KRT14 и 
KRT17 (1.86 ± 0.14 и 1.64 ± 1.15 соответственно). В клетках 
HaCaT-ММП1 экспрессия KRT17, напротив, значительно 
снижена (0.19 ± 0.02) по отношению к HaCaT-КТР.
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Рис. 1. Оценка изменений генной экспрессии в эпидермальных кератиноцитах человека HaCaT-ММП1 и HaCaT-КТР, обра
ботанных ИЛ-17A, методом количественной ПЦР. Представлены данные об экспрессии генов матриксных металлопро-
теиназ  (а), маркеров пролиферации  (б ), маркеров терминальной дифференцировки эпидермальных кератиноцитов  (в) 
и цитокератинов (г).
Данные измерений нормировали по уровню экспрессии гена ACTB. Изменения генной экспрессии в HaCaT-ММП1 и HaCaT-КТР, 
обработанных ИЛ-17A (50  нг/мл), приведены относительно контроля (клетки HaCaT-КТР без обработки ИЛ-17A). Статистически 
достоверные увеличения и уменьшения генной экспрессии в клетках HaCaT-ММП1 над HaCaT-КТР (p < 0.05, n = 3) обозначены 
знаками # и * соответственно.
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Влияние РНК-интерференции MMP1  
на скорость пролиферации клеток
При проведении анализа кривых роста было установлено, 
что в течение эксперимента исследуемые культуры клеток 
HaCaT-ММП1 и HaCaT-КТР оставались в фазе экспонен-
циального роста (рис. 2). При представлении полученных 
данных в линейных координатах (см. рис. 2, а) изменения 
количества клеток во времени имели вид монотонно воз-
растающих кривых. В то же время линеаризация данных в 
полулогарифмических координатах (см. рис. 2, б ) выявила 
высокую корреляцию между количеством клеток в куль-
туре и продолжительностью их роста (r > 0.99, p < 0.001). 
Сопоставление кривых роста кератиноцитов с РНК-
интерференцией MMP1 и без нее показало, что снижение 
уровня экспрессии целевого гена привело к замедлению 
роста клеток (см. рис.  2, а). При этом количественная 
оценка констант скорости пролиферации по результа-
там регрессионного анализа составила 0.0078 ± 0.0003 в 
HaCaT-ММП1 и 0.0090 ± 0.0003 в HaCaT-КТР.

Влияние РНК-интерференции MMP1  
на скорость миграции
Анализ скоростей миграции клеток HaCaT-ММП1 и 
HaCaT-КТР показал, что РНК-интерференция MMP1 при-

водит к существенному снижению подвижности эпидер
мальных кератиноцитов (рис. 3, а). Добавление в культу-
ральную среду ИЛ-17A, напротив, повышает подвижность 
клеток. Константа скорости миграции клеток вследствие 
РНК-интерференции MMP1 изменилась в 11.48  раза, а 
при добавлении в питательную среду ИЛ-17A – в 1.43 и 
3.63 раза для клеток HaCaT-КТР и HaCaT-ММП1 соот-
ветственно (см. рис. 3, б ).

Обсуждение
Цитокин ИЛ-17A относится к числу так называемых про-
воспалительных цитокинов. Эта группа биологически ак- 
тивных веществ играет ключевую роль в патогенезе ряда 
аутоиммунных заболеваний, в том числе псориаза (Коро- 
таева, 2016). Иммунные клетки (клетки-хелперы Th17), 
которые находятся в пораженной псориазом коже, секре
тируют ИЛ-17A в межклеточный матрикс. После секре-
ции ИЛ-17A активирует рецептор IL-17RA, который 
расположен на поверхности резидентных клеток кожи 
(кератиноцитов, дендритных клеток и фибробластов) и 
клеток иммунной системы (например, макрофагов). Акти-
вация рецептора приводит увеличению биосинтеза других 
провоспалительных факторов: цитокинов (ФНО, ИЛ-1β, 
ИЛ-6 и др.) и хемокинов (ИЛ-8, CXCL1, CXCL2 и CCL20) 
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Рис.  3.  Анализ изменений скорости миграции эпидермальных кератиноцитов человека HaCaT-ММП1 и HaCaT-КТР, обработанных ИЛ-17A:  
а – в линейных координатах; б – в полулогарифмических.
Клетки обрабатывали ИЛ-17A (50 нг/мл) в течение указанного периода времени.
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РНК-интерференция MMP1 в эпидермальных  
кератиноцитах, обработанных ИЛ-17А

(Mills, 2008; Seo et al., 2017). Цитокины воздействуют на 
пролиферацию и дифференцировку эпидермальных кера-
тиноцитов, что приводит к образованию псориатических 
бляшек. Хемокины стимулируют миграцию иммунных 
клеток (главным образом нейтрофилов и моноцитов) в 
пораженный болезнью участок кожи. При этом инфиль-
трация кожи иммунными клетками способствует стаби-
лизации воспалительного процесса.

При работе с культурами эпидермальных кератиноцитов 
мы использовали ИЛ-17A в концентрации 50 нг/ мл (Со-
болев и др., 2010), что выше концентрации этого цитоки- 
на в сыворотке крови здорового человека – 10 пг/ мл (Ши
лова и др., 2015). Однако в лабораторной практике для 
воспроизведения физиологических эффектов ИЛ- 17A, 
таких как активация киназ (Peric et al., 2008, 2009), ин-
дукция генов провоспалительных цитокинов (Tohyama 
et al., 2009; Cho et al., 2012) или изменение скорости 
пролиферации (Ma et al., 2016) в культивируемых клет-
ках кожи, прежде всего фибробластах и кератиноцитах, 
как правило, используют ИЛ-17A в концентрации от 10 
до 100 нг/мл. По-видимому, это объясняется тем, что ко 
времени появления псориатических бляшек иммунные 
клетки Th17 – главные продуценты ИЛ-17A – уже нахо-
дятся в очаге воспаления, где, собственно, и происходит 
преимущественное накопление ИЛ-17A в количестве, не-
обходимом для стабилизации воспалительного процесса.

Обрабатывая ИЛ-17A клетки HaCaT-КТР и HaCaT-
ММП1, мы в первую очередь полагали увидеть наруше
ния в экспрессии генов, связанные с дифференцировкой 
и пролиферацией эпидермальных кератиноцитов, кото
рые обычно сопровождают образование псориатических 
бляшек. Соответственно, наблюдаемые в экспериментах 
изменения в экспрессии IVL, MKI67 и ряда цитокератинов 
(KRT14 и KRT17) в клетках HaCaT-КТР (линия, которая 
экспрессировала контрольную shРНК) не стали для нас 
неожиданностью (см. рис.  1). Помимо этого нас также 
интересовало, каким образом РНК-интерференция ММП1 
могла бы повлиять на экспрессию важных для патогенеза 
псориаза генов. Дело в том, что многие из наблюдаемых 
нами изменений, например увеличение экспрессии MKI67, 
MMP9 и MMP12 и уменьшение экспрессии CCNA2 и 
CCND1, происходили как в HaCaT-КТР, так и в HaCaT-
ММП1, т. е. не были вызваны РНК-интерференцией 
ММП1 (см. рис. 1, а, б). В то же время ряд показателей, 
полученных для клеток HaCaT-ММП1 (более низкий 
уровень MMP9 и MMP12, а также более высокий уровень 
экспрессии MMP2), свидетельствуют о том, что экспрес-
сия shРНК, специфичной к MMP1, могла бы частично 
компенсировать изменения в профиле экспрессии генов 
матриксных металлопротеиназ, происходящие в поражен-
ной болезнью коже (Nair et al., 2009). Изменения в экспрес-
сии маркеров дифференцировки, такие как упомянутые 
выше снижение экспрессии IVL (p = 0.05) и увеличение 
экспрессии LOR (p = 0.03) в клетках HaCaT-ММП1 (см. 
рис. 1, в), также противоположны тем, что происходят в 
пораженной псориазом коже. При этом мы не обнаружили 
статистически достоверных различий в экспрессии FLG 
в HaCaT-ММП1 по сравнению с HaCaT-КТР (p = 0.29).

Примечательно, что обработка обеих клеточных линий 
ИЛ-17A не приводит к существенным изменениями в 

экспрессии большинства исследованных цитокератинов 
(см. рис. 1, г). Отсутствие таких изменений, по данным 
литературы (Noh et al., 2010; Seo et al., 2012), отличает 
HaCaT (клеточную линию, из которой были получены 
клетки HaCaT-КТР и HaCaT-ММП1) от первичных эпи-
дермальных кератиноцитов. Так, обработка первичных 
кератиноцитов человека ИЛ-17A (50 нг/мл) приводит к 
снижению экспрессии KRT10, FLG, LOR и IVL (Noh et 
al., 2010), тогда как в культуре клеток HaCaT значитель-
ных изменений в экспрессии вышеупомянутых генов не 
происходит (Seo et al., 2012). С другой стороны, согласно 
полученным нами данным, в клетках HaCaT-КТР наблю-
дается увеличение экспрессии KRT14 и KRT17, которое 
аналогично тому, что происходит в пораженной болезнью 
коже (Nair et al., 2009). Примечательно здесь, что РНК-
интерференция MMP1 приводит к снижению экспрессии 
обоих генов. Причем наиболее показательным является 
почти десятикратное снижение экспрессии гена KRT17. 
В ранее опубликованных работах KRT17 рассматривают 
в качестве одного из «ключевых» для патогенеза псориаза 
генов (Al Robaee, 2010; Jin, Wang, 2014). У лабораторных 
животных подавление экспрессии KRT17 препятствует 
развитию гиперплазии (увеличению массы ткани за счет 
увеличения частоты деления клеток) и снижает интенсив-
ность воспалительного процесса. Повышенная экспрессия 
KRT17, напротив, приводит к увеличению секреции Th1 хе-
мокинов CXCL5, CXCL9, CXCL10 и CXCL11 (Al Robaee, 
2010). В силу этого мы полагаем, что РНК-интерференция 
MMP1 могла бы быть востребована для ослабления вос-
палительного процесса и подавления гиперплазии в по-
раженной болезнью коже.

Сравнение профилей генной экспрессии клеток, обра-
ботанных ИЛ-17A, также выявило более низкий уровень 
экспрессии CCNA2 и более высокий – CCND1 в клетках 
HaCaT-ММП1, по сравнению с клетками HaCaT-КТР 
(см. рис. 1, б ). При этом между упомянутыми линиями 
клеток отсутствуют статистически достоверные измене
ния уровня экспрессии маркера пролиферации MKI67 
(p = 0.36). Как показано ранее, экспрессия CCND1 необхо-
дима для перехода клетки из G1 в S-фазу клеточного цикла, 
а экспрессия CCNA2 – для перехода из G2 непосредственно 
к митозу (M) (Matsushime et al., 1992; Pagano et al., 1992). 
Интересно, что при псориазе изменения в экспрессии 
циклинов происходят в противоположном направлении. 
Так, в образцах, полученных из пораженной болезнью 
кожи, если их сравнивать с визуально нормальной кожей 
больных, экспрессия CCND1 уменьшается примерно в 
2 раза (Reischl et al., 2007), а экспрессия CCNA2 возрас-
тает в 8.7 раза (Manczinger, Kemény, 2013). Кроме того, 
наблюдаемые нами изменения баланса циклинов согласу-
ются с результатами исследований пролиферации клеток. 
Культивирование клеток HaCaT-ММП1 в присутствии 
ИЛ-17A приводит к снижению константы пролиферации 
этих клеток, по сравнению с HaCaT-КТР, в ~1.15 раза 
(см. рис. 2). В соответствии с этим мы предполагаем, что 
при использовании in vivo РНК-интерференции ММП1 
могла бы обладать антипролиферативным эффектом в 
условиях накопления ИЛ-17A в пораженной болезнью 
коже. Последнее обстоятельство представляется нам не-
маловажным, если учесть, что сам ИЛ-17A не оказывает 
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существенного стимулирующего действия на пролифе-
рацию эпидермальных кератиноцитов (Соболева и др., 
2014).

Помимо этого инкубация клеток HaCaT-КТР с ИЛ-17А 
приводит к изменениям экспрессии генов матриксных ме-
таллопротеиназ (см. рис. 1, а): MMP2 (0.37 ± 0.05), MMP9 
(11.15 ± 1.67) и MMP12 (7.58 ± 1.14). Примечательно, что 
при псориазе в экспрессии матриксных металлопротеиназ 
происходят аналогичные изменения. Так, данные, полу-
ченные ранее в нашей лаборатории, свидетельствуют о 
том, что в пораженной псориазом коже, по сравнению с 
визуально нормальной кожей больного, экспрессия MMP2 
снижается (0.77 ± 0.23), а экспрессия MMP9 и MMP12 
возрастает в 4.2 ± 0.65 и 17.25 ± 5.80 раза соответственно 
(Стародубцева и др., 2011). В то же время в клетках HaCaT-
ММП1, т. е. в условиях РНК-интерференции ММП1, уро-
вень экспрессии упомянутых генов (0.98 ± 0.15, 2.29 ± 0.34 
и 2.44 ± 0.37 соответственно) сопоставим с контрольными 
образцами (клетками HaCaT-КТР, не обработанными 
ИЛ- 17A). Таким образом, полученные нами результаты го-
ворят о возможности использования РНК-интерференции 
для того, чтобы контролировать экспрессию упомянутых 
выше генов матриксных металлопротеиназ, в первую 
очередь MMP9 и MMP12.

Наконец, нами показано, что ИЛ-17A увеличивает по
движность как клеток HaCaT-ММП1, так и HaCaT-КТР 
(см. рис. 3). Согласно данным литературы, ИЛ-17А об-
ладает способностью ускорять миграцию фибробластов 
(Wu et al., 2014) и клеток сосудистого эндотелия (Vegfors 
et al., 2016). При этом влияние ИЛ-17А на миграцию эпи-
дермальных кератиноцитов до настоящего времени опи-

сано не было. Как уже отмечалось, подвижность данного 
типа клеток напрямую зависит от уровня экспрессии ряда 
матриксных металлопротеиназ – MMP1, MMP3, MMP9, 
MMP13 и др. (Mezentsev et al., 2014). Кроме того, под-
вижность эпидермальных кератиноцитов увеличивается 
в присутствии фактора некроза опухоли  (ФНО), благо-
даря способности этого цитокина индуцировать MMP9 
(Scott et al., 2004). В цитируемом нами исследовании 
отмечается, что скорость миграции тем выше, чем боль-
ше в питательной среде концентрация ФНО. Напротив, 
обработка клеток антителами, которые специфичны либо 
к ММП9, либо к ФНО, существенным образом замедляет 
их миграцию. Аналогичным образом в наших эксперимен-
тах показано, что присутствие ИЛ-17A в культуральной 
среде сопровождается увеличением экспрессии MMP9 и 
MMP12. Клетки HaCaT-КТР, обработанные ИЛ-17А, где 
уровень экспрессии матриксных металлопротеиназ повы-
шен, также обладают более высокой подвижностью. В то 
же время у клеток HaCaT-ММП1, обработанных ИЛ-17А, 
подвижность, как и экспрессия MMP, заметно снижаются 
(см. рис. 1, а).

В заключение мы хотели бы добавить, что полученные 
нами результаты интересны тем, что позволяют  по-но
вому взглянуть на традиционную роль ММП1 как про-
теолитического фермента. Очевидно, что влияние РНК-
интерференции MMP1 на экспрессию генов циклинов 
и цитокератинов, а также наблюдаемый антипролифе-
ративный эффект можно объяснить непосредственным 
участием этого фермента во внутриклеточных сигнальных 
механизмах. Прежде всего, это возможно благодаря тому, 
что при протеолитическом расщеплении ряда белков меж-
клеточного матрикса образуются биологически активные 
вещества (матрикины). Эти вещества могут выполнять 
функцию медиаторов сигнальных процессов (Wells et 
al., 2015). Кроме того, некоторые матриксные металло-
протеиназы, включая ММП1, обладают способностью 
активировать рецепторы семейства PAR (Boire et al., 
2005). Так, активация сопряженного с G-белками рецеп-
тора PAR1 (рис. 4) происходит в результате протеолити-
ческого расщепления N-концевой части его молекулы. 
Образующийся N-концевой пептид выполняет функцию 
лиганда. Он взаимодействует с рецептором, в результате 
чего образуется рецептор-лигандный комплекс. В свою 
очередь рецептор-лигандный комплекс взаимодействует 
с G-белками (Gα12/13, Gα1, Gαq и Gβγ). Эти белки активи-
руют подконтрольные им внутриклеточные сигнальные 
механизмы, что, в зависимости от конкретных условий, 
приводит к тому или иному физиологическому эффекту. 
К числу таких эффектов относятся: изменения формы и 
поведения клеток, транскрипция генов и секреция ими 
белков. Факторы, определяющие взаимодействие рецеп
тора конкретными G-белками, в настоящее время явля-
ются предметом интенсивных исследований. Немаловаж
но, что все вышеперечисленное имеет непосредственное 
отношение к гиперплазии и гиперпролиферации, кото
рые можно наблюдать в патогенезе псориаза. Наконец, 
полученные нами результаты могут быть использованы 
в генной терапии псориаза. В этой связи мы хотели бы 
добавить, что ранее уже была показана принципиальная 
возможность использования лентивирусной трансдукции 

ММП1

p115RhoGEF AC

цАМФ

РKС

ДАГ
IP3

Ca2+ AKT MAPKRHOA

PLCβ PI3K RAC1 GRK SRC K+- 
каналы

Gα12/13 Gαi
Gαq Gβγ

PAR1

Морфологические изменения,  
межклеточные взаимодействия, миграция,  

пролиферация, регуляция транскрипции и секреции

Рис. 4. Участие ММП1 в регуляции внутриклеточных сигнальных ме-
ханизмов путем активации рецептора PAR1.
Белки, участвующие в активируемых G-белками сигнальных механизмах: 
p115RhoGEF – первый Rho-фактор обмена гуанидин-нуклеотида; AC – аде-
нилатциклаза; PLCβ – изоформа β фосфолипазы C; PI3K – фосфоинозитид-
3-киназа; RAC1  – RAC-ассоциированный субстрат ботулотоксина  C3; 
GRK  – рецепторная киназа G-белков; SRC  – гомолог киназы вируса сар-
комы Рауса; RHOA – гомологичный белок A семейства RAS; PKC – проте-
инкиназа C; AKT – киназа AKT или протеинкиназа B; MAPK – митоген-ак-
тивируемые протеинкиназы. Продукты катализируемых ими реакций: 
ДАГ  – диацилглицерин; IP3  – инозитолтрифосфат; цАМФ  – циклический 
аденозинмонофосфат.
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РНК-интерференция MMP1 в эпидермальных  
кератиноцитах, обработанных ИЛ-17А

для достижения ремиссии псориаза у гуманизированных 
животных (Jakobsen et al., 2009). Помимо этого, в течение 
многих лет ведутся работы по созданию искусственных 
вирусов, которые специально предназначены для доставки 
генетического материала в пораженные болезнью органы 
и ткани, а некоторые из этих разработок уже успешно 
применяются для лечения наследственных заболеваний 
человека (Hacein-Bey-Abina et al., 2002; Bainbridge et al., 
2008).
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