
37ВЕСТНИК РГМУ   3, 2017   VESTNIKRGMU.RU| |

ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ   РНК-ТЕРАПИЯ
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ОЦЕНКА ТЕРАПЕВТИЧЕСКОГО ПОТЕНЦИАЛА РНК-ИНТЕРФЕРЕНЦИИ 
ИНТЕРСТИЦИАЛЬНОЙ КОЛЛАГЕНАЗЫ ДЛЯ ЛЕЧЕНИЯ ПСОРИАЗА

RNA INTERFERENCE TARGETING INTERSTITIAL COLLAGENASE IS A 
POTENTIAL THERAPEUTIC TOOL TO TREAT PSORIASIS 

Matrix metalloproteinases play an important role in maintaining skin homeostasis, promote wound healing, and are involved 
in triggering inflammation. They are implicated in the structural changes occurring in the epidermis of psoriatic patients and 
also facilitate infiltration of the skin by immune cells by regulating permeability of dermal capillaries. In this light, control over 
the enzymatic activity of matrix metalloproteinases is crucial for a successful treatment outcome in patients with psoriasis. 
The aim of this work was to investigate the effect of RNA interference on the progression of psoriasis by targeting interstitial 
collagenase of epidermal keratinocytes. As part of the experiment, the latter were transduced with lentiviral particles that encode 
small hairpin RNA. Gene expression was measured by real time polymerase chain reaction. Enzymatic activity was measured 
by zymography. RNA interference was found to lead to a 20- and 4-fold decrease in the expression and enzymatic activity of 
interstitial collagenase, respectively. Expression of homologous genes (MMP2, -9 and -12) changed insignificantly. In contrast, 
there were marked changes in expression of cytokeratin (KRT1: 16.89 ± 0.97; KRT14: 2.36 ± 0.19; KRT17: 0.12 ± 0.01; 
KRT18: 0.56 ± 0.02), involucrin (0.79 ± 0.11) and filaggrin (6.99 ± 0.97). Besides, RNA interference caused a significant decline 
in cell migration rates, although it did not affect cell proliferation. Thus, small hairpin RNAs targeting interstitial collagenase are 
potentially therapeutic for psoriatic patients due to their ability to regulate expression of genes implicated in psoriasis (IVL, FLG, 
KRT1, -14 -17, and -18).

Матриксные металлопротеиназы играют важную роль в поддержании гомеостаза кожи, заживлении ран и инициации 
воспалительного процесса. При псориазе матриксные металлопротеиназы участвуют в структурных перестройках 
эпидермиса и регуляции проницаемости микрокапилляров дермы, способствуя инфильтрации кожи клетками им-
мунной системы. В силу этого умение контролировать активность матриксных металлопротеиназ представляется 
необходимым для успешного лечения псориаза. Целью данной работы являлась оценка возможных изменений в пато-
генезе псориаза в результате РНК-интерференции интерстициальной коллагеназы в эпидермальных кератиноцитах. 
Для этого клетки трансдуцировали лентивирусными частицами, кодирующими в геноме малую интерферирующую 
РНК. Для анализа уровней экспрессии генов использовали метод полимеразной цепной реакции в режиме «реаль-
ного времени». Ферментативную активность определяли методом зимографии. Согласно полученным результатам 
РНК-интерференция привела к снижению уровня экспрессии гена и ферментативной активности интерстициальной 
коллагеназы в 20 и 4 раза соответственно. При этом экспрессия гомологичных генов (MMP2, -9 и -12) менялась 
незначительно. Напротив, нами были показаны изменения в уровнях экспрессии генов цитокератинов (KRT1: 
16,89 ± 0,97; KRT14: 2,36 ± 0,19; KRT17: 0,12 ± 0,01; KRT18: 0,56 ± 0,02), инволюкрина (0,79 ± 0,11) и филаггрина 
(6.99 ± 0,97). Помимо этого, РНК-интерференция вызвала существенное снижение скорости миграции клеток, хотя 
практически не повлияла на их пролиферацию. Таким образом, терапевтический потенциал малых интерферирующих 
РНК, специфичных к интерстициальной коллагеназе, заключается в нормализации экспрессии важных для патогене-
за псориаза генов (IVL, FLG, KRT1, -14 -17 и -18).
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Псориаз является наиболее распространенным дермато-
зом [1]. К числу основных признаков псориаза обыкновен-
ного, на который приходится до 90 % вновь регистрируе-
мых случаев болезни, относятся видоизменение внешнего 
облика кожных покровов (образование псориатических 
бляшек), хроническое воспаление кожи и, как следствие, 
инфильтрация кожи клетками иммунной системы. На мо-
лекулярном уровне для заболевания характерно измене-
ние уровней экспрессии генов, связанных с дифферен-
цировкой эпидермальных кератиноцитов: в пораженной 
болезнью коже разнонаправленно изменяются уровни 
экспрессии генов цитокератинов (уменьшение экспрессии 
KRT1 и KRT14 и увеличение — KRT17 и KRT18), инволю-
крина и филаггрина.
К сожалению, вылечить псориаз пока нельзя, а сущеc-

твующие медицинские препараты позволяют контроли-
ровать болезнь только в течение определенного периода 
времени. По этой причине поиск новых подходов к лече-
нию псориаза остается актуальной социально значимой 
задачей, которая требует безотлагательного решения. 
Очевидно, что для разработки эффективных методов 
лечения заболевания необходимо знать, каким образом 
происходит образование псориатических бляшек и как 
можно воздействовать на этот процесс. В свою очередь, 
для этого необходимо установить основных участников па-
тогенеза псориаза и охарактеризовать их роль в развитии 
патологии.
Объектом наших исследований является интерсти-

циальная коллагеназа (ИК), которая при псориазе играет 
важную роль в структурных перестройках эпидермиса, 
взаимодействии эпидермальных кератиноцитов друг с 
другом, а также в регуляции проницаемости микрока-
пилляров дермы для клеток иммунной системы [2]. Также 
известно, что нарушения в экспрессии генов некоторых 
матриксных металлопротеиназ, включая ИК, совпадают 
по времени с обострением псориаза, а содержание коди-
руемых ими белков в пораженной болезнью ткани корре-
лирует со степенью тяжести заболевания. По этой причине 
нам представляется важным уметь контролировать ме-
таллопротеиназную активность в пораженных болезнью 
участках кожи.
Ранее для контроля активности матриксных металло-

протеиназ предполагалось использовать их специфичные 
ингибиторы. Однако разработка таких веществ и их вне-
дрение в клиническую практику были признаны нецелесо-
образными. В одних случаях причиной отказа от исполь-
зования ингибиторов была их низкая эффективность [3], 
в других — тяжелые побочные эффекты, которые могли 
представлять серьезную угрозу для жизни пациентов [4]. 
Одним из способов контроля экспрессии генов матрикс-
ных металлопротеиназ может стать РНК-интерференция 
(«нокдаун») целевого гена, т. е. воздействие на поражен-
ную болезнью область кожи препаратами, способными из-
бирательно разрушать его транскрипты (молекулы мРНК). 
Например, такие препараты могли бы содержать неви-
рулентные вирусные частицы, которые при попадании 
в клетку нарабатывали бы в ней специфичную малую ин-
терферирующую РНК (shРНК) [5, 6].
Важно отметить, что, согласно данным литературы, 

разные линии клеток характеризуются разной эффектив-
ностью трансфекции даже при использовании одного и 
того же протокола. Так, по сравнению с клетками эмбри-
онального почечного эпителия человека HEK293, эффек-
тивность трансфекции и трансдукции эпидермальных ке-
ратиноцитов человека HaCaT сравнительно невелики [7]. 

Это может происходить, по меньшей мере, по двум причи-
нам. Во-первых, несмотря на то, что HaCaT — это иммор-
тализованные клетки, в них в отличие от других клеточных 
линий продолжают работать механизмы, защищающие 
клетку от попадания чужеродной РНК. В частности, HaCaT 
экспрессируют рецепторы TLR3 и TLR7, ответственные 
за ее распознавание [8, 9]. Во-вторых, по своему проис-
хождению HaCaT относятся к эпидермальным кератино-
цитам. В живом организме эти клетки выполняют, прежде 
всего, барьерную функцию, предотвращая попадание в 
него микробов и вредных химических соединений, а так-
же ослабляют действие вредного излучения (например, УФ 
или ионизирующей радиации). В силу этого не удивитель-
но, что клетки HaCaT более устойчивы к действию транс-
фекционных реагентов чем, например, клетки внутренних 
органов [10]. Поэтому доставка shРНК в первичные клет-
ки, например при проведении аналогичных экспериментов 
на животных, особенно в клетки кожи, представляется нам 
весьма нетривиальной задачей.
В работе были оценены изменения в патогенезе псори-

аза, вызываемые РНК-интерференцией ИК в эпидермаль-
ных кератиноцитах человека.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культивирование клеток

Клетки культивировали в среде DMEM, которая содержала 
L-глутамин («ПанЭко», Россия), антибиотик-антимикотик 
и 5 % эмбриональной сыворотки теленка (Thermo Fisher 
Scientific, США). В процессе роста клеток культуральную 
среду меняли через день. При покрытии клетками 70–75 %
ростовой поверхности чашки культуру пересевали. В каж-
дую новую чашку переносили пятую часть собранных кле-
ток. Для подсчета клеток использовали камеру Горяева. 
Для анализа фотографических изображений трансдуци-
рованных клеток (измерений площади, занятой клетками, 
и определения долей клеток, обладающих флуоресценци-
ей) использовали сервисные опции Freehand selection и Cell 
counter программы ImageJ (NIH, США) соответственно.

Получение трансгенных эпидермальных кератиноцитов

Для получения генетически модифицированных вирионов, 
в геноме которых закодированы нужные для нашей работы 
shРНК, нами была проведена трансфекция клеток эмбри-
онального почечного эпителия человека HEK293 (одной из 
так называемых packaging cell lines) набором из четырех 
плазмид: pMDLg-pRRE, pREV-TRE, pCMV_VSV_G и pGPV. 
Плазмиды pMDLg-pRRE, pREV-TRE, pCMV_VSV_G, кото-
рые кодировали гены, участвующие в сборке вирионов, 
были любезно предоставлены проф. М. А. Лагарьковой 
(Институт общей генетики имени Н. И. Вавилова РАН). 
Векторы лентивирусного происхождения pGPV-17019250-
ММП1 и pGPV-17019250-кММП1, в геноме которых были 
закодированы shРНК, были получены, как описано ранее 
[11, 12]. Соответственно, вектор pGPV-17019250-ММП1 
использовали для получения клеток с «нокдауном» ИК, а 
вектор pGPV-17019250-кММП1 — для получения конт-
рольных клеток, которые экспрессировали «бессмыс-
ленную» (контрольную) shРНК. Немаловажно также, что 
в исходном векторе pGPV были также закодированы гены 
фактора устойчивости к пуромицину и зеленого флюо-
ресцентного белка (PuroR и copGFP соответственно), 



39ВЕСТНИК РГМУ   3, 2017   VESTNIKRGMU.RU| |

ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ   РНК-ТЕРАПИЯ

необходимые для отбора клеток, устойчивых к упомянуто-
му антибиотику. Непосредственно перед началом экспе-
римента упомянутые выше плазмиды смешивали в весо-
вом соотношении 10 : 5 : 2 : 10. К полученному водному 
раствору плазмид добавляли необогащенную питательную 
среду (DMEM) и реагент для трансфекции метафектен 
(Metafectene; Biontex, Германия), следуя указаниям фир-
мы-производителя. По окончании 15-минутной инкубации, 
которую проводили при комнатной температуре, раствор 
добавляли в культуру клеток HEK293, которая находилась 
в активной фазе роста (30–40 % покрытия ростовой по-
верхности чашки). Через 6 ч после начала трансфекции 
культуральную среду меняли на свежую. В течение после-
дующих за трансфекцией четырех дней проводили отбор 
среды, содержавшей вирионы. Собранную среду филь-
тровали от попавших в нее клеток (диаметр пор фильт-
ра — 0,4 мкм) и использовали для трансдукции клеток 
HaCaT.
Для проведения трансдукции использовали культуры 

эпидермальных кератиноцитов человека HaCaT, находив-
шиеся в фазе активного роста (не более 60 % покрытия 
ростовой поверхности чашки) и питательную среду, соб-
ранную при проведении трансфекции клеток HEK293. 
В течение 4 дней, следующих за трансфекцией HEK293, 
питательную среду в чашках с HaCaT заменяли фильтро-
ванной средой, собранной при трансфекции HEK293. За-
тем в течение недели, следующей за трансдукцией, клетки 
культивировали в питательной среде, которая содержала 
5 мкг/мл пуромицинa (Thermo Fisher Scientific), для того что-
бы провести их селекцию на устойчивость к данному ан-
тибиотику. Таким образом, в результате трансдукции были 
получены две новые линии клеток (HaCaT-ИК и HaCaT-КТР) 
с различным уровнем экспрессии ИК. 

Получение клеточного гомогената

Для получения гомогенатов использовали культуры кле-
ток, покрывавшие 60–70 % ростовой поверхности чашки. 
Клетки ресуспендировали в буфере RIPA следующего со-
става: 25 мМ ТРИС, 150 мМ NaCl, 0,1 % додецилсульфат 
натрия, 0,5 % дезоксихолат натрия, 1 % NP-40, pH 7.4 
(Thermo Fisher Scientific). Буфер охлаждали до темпера-
туры 2–8 °C до полного разрушения клеток (1–2 мин) из 
расчета 500 мкл буферного раствора на флакон (общая 
площадь флакона — 25 см3).

Определение концентрации белка

Для определения концентрации белка использовали 
флуориметрический метод и набор реагентов Qubit Protein 
Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) в соответствии с указани-
ями фирмы-производителя.

Электрофорез белков в полиакриламидном геле 
и зимография

Для проведения электрофореза в полиакриламидном 
геле использовали метод Лэммли [13, 14]. Концентрация 
акриламида в разделяющем и концентрирующем гелях 
составляла 10 и 5 % соответственно. Для проведения зи-
мографии использовали 10 % полиакриламидный гель, 
содержавший 4 мг/мл коллагена (Thermo Fisher Scientific). 
Компоненты геля смешивали на ледяной бане при тем-
пературе 2–8 °C, а его полимеризацию проводили при 
комнатной температуре. Для электрофоретического раз-

деления белков и последующей обработки геля использо-
вали ранее опубликованный протокол [15]. Количествен-
ную оценку ферментативной активности ИК проводили 
методом денситометрии, используя сервисную опцию Gels 
программы ImageJ.

Получение суммарной РНК

Для выделения суммарной РНК из клеток использовали 
TRIZOL (Thermo Fisher Scientific), как описано ранее [16]. 
Качество препаратов РНК проверяли методом электро-
фореза в 1,5 % агарозном геле в неденатурирующих ус-
ловиях. Для измерения концентрации РНК использовали 
флюориметрический метод и набор реагентов Qubit RNA 
BR Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) в соответствии с ука-
заниями фирмы-производителя.

ПЦР в режиме «реального времени»

Перед проведением эксперимента из образцов выделен-
ной РНК получали кДНК, используя набор реагентов MMLV 
RT («Евроген») в соответствии с указаниями фирмы-про-
изводителя. При проведении полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР) в режиме «реального времени» использовали 
праймеры выбранных генов из базы данных Probe [17], 
образцы кДНК и набор реагентов qPCRmix-HS SYBR + 
HighROX («Евроген»). Для приготовления проб указанные 
компоненты смешивали между собой в соответствии с 
указаниями фирмы–производителя. Общий объем пробы 
составлял 25 мкл, конечная концентрация праймеров — 
1 мкМ, а предполагаемая концентрация кДНК — 4 мкг/мл. 
Эксперименты проводили на приборе Eco (Illumina, США) 
в 48-луночных планшетах, предоставленных фирмой-про-
изводителем прибора, в соответствии с прилагаемыми 
инструкциями. Температура амплификации составляла 
60 °С. Перед началом эксперимента планшеты запечаты-
вали прозрачной пленкой. После этого, чтобы избежать 
неравномерного распределения содержимого проб в лун-
ках, планшеты центрифугировали (100 g; 3 мин; 18 °С). По-
лученные результаты нормализовали к уровню экспрессии 
гена ACTB. Результаты анализировали при помощи про-
граммы Eco, предоставленной производителем прибора. 
Экспериментальный дизайн предполагал использование 
трех биологических повторов для каждой из проб. Помимо 
этого каждый эксперимент повторяли трижды.

Количественная оценка пролиферации клеток

Для количественной оценки пролиферации в 6-луночные 
планшеты высевали по 40 000 клеток на лунку. Ежедневно 
случайно выбранные образцы обрабатывали 0,25 % раст-
вором трипсина–ЭДТА («ПанЭко»), после чего, используя 
камеру Горяева, в них определяли количество клеток. Дан-
ные по образцам использовали для построения кривых 
роста. Результаты представляли в линейных координатах. 
Каждый эксперимент повторяли трижды.

Количественная оценка миграции клеток

Для проведения количественной оценки миграции клетки 
культивировали до тех пор, пока они полностью не покры-
вали поверхность культуральной чашки. Перед началом 
эксперимента, используя носик для автоматической пи-
петки, по поверхности чашки проводили прямую линию, 
очищая от клеток полосу шириной ~1,25 мм. Полученные 
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таким образом образцы культивировали в течение 5–6 
дней, ежедневно фотографируя участки не занятых клет-
ками областей. Для количественной оценки свободной от 
клеток ростовой поверхности использовали сервисную 
опцию Freehand selection программы ImageJ.

Статистическая обработка результатов

Результаты измерений представляли в виде: среднее зна-
чение ± стандартное отклонение (m ± SD). Для сравнения 
средних значений двух и более групп использовали од-
нофакторный дисперсионный анализ. Если вероятность 
ошибки при отклонении нулевой гипотезы не превышала 
0,05, то статистические различия между средними величи-
нами считали статистически значимыми.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Получение лентивирусных частиц

При проведении трансфекции флуоресценция трансфи-
цированных HEK293 была заметна уже на следующий 
день после начала эксперимента, а в последующие дни 
доля флуоресцирующих клеток возрастала до 75–85 % 
(рис. 1А). Помимо этого, нами было установлено, что транс-
фекция вектором, который кодирует shРНК, специфичную 
к ИК, влияет на прикрепление клеток к ростовой поверх-
ности. Так, в отличие от клеток, трансфицированных век-
тором, кодирующим контрольную shРНК (HEK293-КТР), 
клетки, трансфицированные вектором, кодирующим спе-
цифичную shРНК (HEK293-ИК), остаются в прикрепленном 
состоянии при «подкислении» среды, которое можно было 
наблюдать при их продолжительном культивировании, 
и требуют обработки трипсином при необходимости пере-
сеять культуру.

Получение эпидермальных кератиноцитов с экспрессией 
shРНК и их последующая селекция на устойчивость 
к пуромицину

При проведении трансдукции клеток HaCaT флуоресцен-
ция в трансдуцированных клетках была заметна на вто-
рой день проведения эксперимента. При этом доля флуо-
ресцирующих клеток в образцах не превышала ~10 % 
(рис. 1Б). На третий и четвертый день доля клеток HaCaT 
с флуоресценцией возрастала до 35–50 %.
Полученные образцы клеток проверяли на устойчи-

вость к антибиотику пуромицину. В течение первых 3 дней 
культивирования происходило резкое снижение количе-
ства клеток. При этом нетрансдуцированные клетки (отри-
цательный контроль) оказались неустойчивы к действию 
антибиотика (рис. 1В). Напротив, количество жизнеспо-
собных клеток в других образцах составило ~15–25 % от 
общего числа клеток, обработанных антибиотиком.
Помимо этого, нами было установлено, что клетки, 

трансдуцированные вирионами, кодирующими shРНК, 
специфичную к ИК (HaCaT-ИК), и контрольную shРНК 
(HaCaT-КТР), различаются по своим морфологическим 
признакам. Так, клетки HaCaT-ИК образовывали колонии 
с резко очерченными границами (рис. 2А). При этом сами 
клетки часто располагались одна над другой, что свиде-
тельствовало об образовании между ними более прочных 
по сравнению с клетками HaCaT-КТР контактов (рис. 2Б). 
Напротив, HaCaT-КТР сохраняли характерные для не-

трансдуцированных клеток морфологические признаки: 
границы образованных ими колоний были «размыты», а по 
достижении конфлюэнтности клетки образовывали пра-
вильный монослой.

Особенности профиля генной экспрессии 
в трансдуцированных клетках

Использование РНК-интерференции позволило снизить 
уровень экспрессии гена ИК примерно в 20 раз. При этом 
анализ уровней экспрессии генов, кодирующих матрикс-
ные металлопротеиназы (MMP2, MMP9 и MMP12), прове-
денный методом количественной ПЦР, не выявил статисти-
чески значимых изменений (рис. 3А). Напротив, нами были 
обнаружены изменения в уровнях экспрессии генов инво-
люкрина и филаггрина (0.79 ± 0.11 и 6.99 ± 0.97 соответ-
ственно, рис. 3Б). В здоровой коже упомянутые гены игра-
ют ключевую роль в дифференцировке эпидермальных 
кератиноцитов. Помимо этого, в клетках с недостатком ИК 
происходят изменения в экспрессии генов, кодирующих 
характерные для эпидермиса здоровой и пораженной псо-
риазом кожи цитокератины (рис. 3В). Так, в клетках HaCaT-
ИК по сравнению с клетками HaCaT-КТР экспрессия пер-
вых (KRT1 и KRT14) возрастала в 16,89 ± 0,97 и 2,36 ± 0,19 
раз соответственно, а экспрессия вторых (KRT17 и KRT18) 
снижалась до 0,12 ± 0,01 и 0,56 ± 0.02 соответственно.

Рис. 1. Лентивирусная трансдукция клеток. (А) Изменение доли флуоресци-
рующих клеток HEK293 при проведении трансфекции; (Б) Изменение доли 
флуоресцирующих клеток HaCaT при проведении трансдукции; (В) Измене-
ние числа клеток в образцах при отборе клеток, устойчивых к пуромицину. 
ТРД — трансдуцированные клетки; НТР — нетрансдуцированные клетки 
(отрицательный контроль). Трансдукцию и трансфекцию клеток проводили 
так, как описано в разделе «Материалы и методы»
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Пролиферация и миграция трансдуцированных клеток

Анализ кривых роста клеток HaCaT-ИК и HaCaT-КТР не 
выявил достоверных отличий (рис. 4А). Напротив, сравне-
ние скоростей миграции клеток показало, что РНК-интер-
ференция ИК влияет на скорость миграции (рис. 4Б). В то 
время как клетки HaCaT-КТР за 5 дней культивирования 
покрывали ~85 % свободной поверхности, аналогичный 
показатель для HaCaT-ИК составил менее 40 % (рис. 4В).

Изменения ферментативной активности ИК 
в трансдуцированных клетках

Сравнение ферментативной активности секретируемой 
ИК показало, что обе линии трансдуцированных кле-
ток синтезируют секретируемые коллагеназы (ИК, MMP2 
и MMP9) и секретируют их в питательную среду (рис. 5А 
и Б). При этом в HaCaT-ИК по сравнению с HaCaT-КТР 
уровень экспрессии ИК, согласно результатам денсито-
метрии, снижен в 4 раза (рис. 5В). В дополнение анализ 
клеточных гомогенатов позволяет детектировать незначи-
тельные количества про-MMP1 в образцах, полученных из 
HaCaT-КТР. При этом в клеточных гомогенатах HaCaT-ИК 
существенного накопления ИК не происходит (рис. 5Б и В).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе нами были получены клеточные линии 
иммортализованных эпидермальных кератиноцитов чело-
века: HaCaT-КТР, экспрессировавшие «бессмысленную» 
(контрольную) shРНК, которые в дальнейшем использо-
вали в качестве контроля, и HaCaT-ИК, экспрессировав-
шие shРНК, специфичную к ИК. Нами были охарактери-
зованы морфологические особенности клеток HaCaT-КТР 
и HaCaT-ИК (рис. 2). Мы также показали, что экспрессия 
shРНК, специфичной к ИК, влияет на скорость миграции 
клеток (рис. 4В), но практически не влияет на скорость их 
пролиферации (рис. 4А). Наконец, нами были установле-
ны изменения в уровнях экспрессии генов цитокератинов 
(KRT1, -14, -17 и -18) , а также генов инволюкрина (IVL) 
и филаггрина (FLG), которые играют ключевую роль в диф-
ференцировке эпидермальных кератиноцитов (рис. 3).
Примечательно, что в процессе культивирования 

трансдуцированных клеток мы наблюдали между ними 
отличия по морфологическим признакам. При культи-
вировании HaCaT-ИК колонии этих клеток имели резко 
очерченные границы, а многие из клеток располагались 
друг над другом (рис. 2А). Напротив, клетки HaCaT-КТР 
сохраняли облик, характерный для нетрансфицированных 

клеток. Границы колоний, образованных этими клетками, 
были размыты, а при продолжительном культивировании 
HaCaT-КТР образовывали правильный монослой (рис. 2Б). 
По причине же того, что геномы клеток отличались только 
по одному из генов (гену, который кодировал shРНК), мы 
сделали заключение, что наблюдаемые морфологические 
различия между HaCaT-ИК и HaCaT-КТР вызваны непо-
средственно РНК-интерференцией ИК.
Согласно данным литературы (например, [2]), ИК ре-

гулирует образование межклеточных контактов, а также 
перемещение клеток, например при повреждении кожных 
покровов. Например, клетки с высоким уровнем экспрес-
сии ИК (такие как инвазивные раковые клетки) слабо вза-
имодействуют друг с другом, но при этом обладают вы-
сокой мобильностью. Напротив, подавление экспрессии 
ИК в этих клетках, например при помощи специфичной 
РНК-интерференции, способствует образованию меж-
ду ними межклеточных контактов, а также замедляет их 

Рис. 2. Влияние экспрессии миРНК на морфологические характеристики 
трансдуцированных клеток. (А) Клетки, экспрессирующие контрольную 
shРНК. (Б) Клетки, экспрессирующие shРНК, специфичную к интерстици-
альной коллагеназе. Трансдукцию клеток HaCaTпроводили так, как описано 
в разделе «Материалы и методы»

Рис. 3. Оценка изменений генной экспрессии в трансдуцированных эпи-
дермальных кератиноцитах человека методом количественной ПЦР. 
(А) Изменения в экспрессии матриксных металлопротеиназ. (Б) и (В) Изме-
нения в экспрессии генов с повышенной и пониженной экспрессией соот-
ветственно. (Г) Экспрессия генов «домашнего хозяйства». Данные измере-
ний нормировали по уровню экспрессии гена ACTB. На рисунке показаны 
результаты сравнения генной экспрессии в эпидермальных кератиноцитах, 
экспрессирующих shРНК, специфичную к интерстициальной коллагеназе и 
контрольную shРНК (см. раздел «Материалы и Методы»)
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миграцию, что, в свою очередь, снижает риск образо-
вания метастазов в удаленных органах и тканях живот-
ных-реципиентов [18]. В силу этого неудивительно, что в 
наших экспериментах были получены похожие результаты. 
Клетки HaCaT-ИК образовывали более прочные межкле-
точные контакты между собой и мигрировали со скоро-
стью примерно в 2,5 раза меньшей, чем клетки HaCaT-КТР 
(рис. 4Б и В). Аналогичные изменения, такие как более 
прочное взаимодействие клеток с ростовой поверхно-
стью, мы также наблюдали и при проведении трансфекции 
HEK293 вектором, который кодировал shРНК, специфич-
ную к ИК.
Далее, принимая во внимание особенности строения 

эпидермиса, следует заметить, что способностью к миг-
рации обладают, как правило, недифференцированные 
и слабодифференцированные клетки базального слоя, 
число которых возрастает в пораженных псориазом участ-
ках кожи. Напротив, клетки, находящиеся на более позд-
них стадиях дифференцировки, прочно связаны друг с 
другом десмосомами. По этой причине мы предположили, 
что наблюдаемые морфологические изменения в HaCaT-
ИК могут быть связаны не только со снижением активнос-
ти ИК, но и с инициацией процесса дифференцировки 
этих клеток.
Как уже было показано ранее, резкие изменения в экс-

прессии одного из генов, такие как его «суперэкспрессия» 
или «нокаут» способны кардинальным образом перестро-
ить работу всего организма и вызвать существенные из-
менения в экспрессии, по меньшей мере, нескольких со-
тен других генов [20, 21]. РНК-интерференция, напротив, 
позволяет откорректировать уровень генной экспрессии 
до необходимого значения, например за счет использова-
ния в эксперименте нуклеотидных последовательностей с 
различным сродством к специфичной мРНК, а также под-
бора необходимого для проведения трансдукции количес-
тва вирусных частиц. Так, сравнение уровней экспрессии 
генов в HaCaT-ИК и HaCaT-КТР, выполненное методом 
количественной ПЦР, показало, что почти двадцатикрат-
ное снижение уровня экспрессии гена, кодирующего ИК 
(MMP1), вследствие РНК-интерференции не привело к су-
щественным изменениям в уровне экспрессии генов дру-
гих (гомологичных) матриксных металлопротеиназ, таких 
как MMP2, -9 и -12 (рис. 3А).
Отсутствие статистически значимых изменений в уров-

не экспрессии этих генов важно, по крайней мере, по двум 
причинам. Прежде всего, это говорит в пользу того, что 
нам удалось селективно блокировать биосинтез ИК, не за-
трагивая экспрессию генов, сиквенс которых имеет высо-
кую степень гомологии с мРНК ИК. Кроме того, получен-
ный результат представляется нам также очень важным в 
контексте специфичности наблюдаемых нами фенотипи-
ческих изменений клеток (рис. 2).
В то же время количественная оценка активности 

ИК, выполненная методом денситометрии, показала, что 
РНК-интерференция приводит только к четырехкратному 
снижению активности фермента в культуральной среде 
(рис. 5Б). При этом мы не наблюдали существенного на-
копления ИК внутри клеток (рис. 5Б). Наблюдаемые разли-
чия в изменениях уровня экспрессии гена ИК (рис. 3А) 
и уровне ферментативной активности белка (рис. 5Б), по 
нашему мнению, вызваны превышением верхней границы 
чувствительности метода денситометрии. Дело в том, что 
интенсивность наблюдаемых в геле полос может расти 
пропорционально до определенного предела. Соответст-
венно, сравнительно небольшая разница в оценке 

Рис. 4. Влияние экспрессии shРНК, специфичной к интерстициальной кол-
лагеназе (ИК), на пролиферацию и миграцию трансдуцированных клеток. 
Анализ кривых роста (А) и количественная оценка скорости миграции (Б) 
клеток HaCaT, экспрессирующих shРНК, специфичную к ИК и контроль-
ную shРНК. (В) Миграция трансдуцированных клеток: состояние культур на 
следующий день после начала эксперимента и по его окончании. Детали 
экспериментальных процедур описаны в разделе «Материалы и методы»
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ферментативной активности между образцами могла 
быть вызвана «перегрузом» ИК в образце, полученном из 
HaCaT-КТР.
Между тем, сравнение уровней генной экспрессии в 

клетках HaCaT-ИК и HaCaT-КТР позволило нам установить 
статистически значимые изменения в уровнях экспрессии 
генов цитокератинов (KRT1, -14, -17 и -18). Примечательно, 
что наблюдаемые изменения носили разнонаправленный 
характер (рис. 3В). В частности, нами было установлено, 
что экспрессия KRT1 и KRT14 возрастала, тогда как экс-
прессия KRT17 и KRT18 — снижалась. Согласно данным 
литературы, изменения в уровнях экспрессии упомянутых 
генов имеют важное физиологическое и клиническое зна-
чение. С одной стороны, нормальный уровень экспрессии 
KRT1 и KRT14 в эпидермисе здоровой кожи важен для 
правильной дифференцировки эпидермальных кератино-
цитов [22]. С другой стороны, в области кожи, пораженной 
псориазом, где процесс дифференцировки клеток нару-
шен, возрастает экспрессия KRT17 и KRT18, а экспрессия 
KRT1 и KRT14 — снижается [23, 24]. Согласно же получен-
ным нами данным (рис. 3В), РНК-интерференция ИК мо-
жет иметь важный терапевтический эффект в случае псо-
риаза, поскольку она частично нормализует экспрессию 
генов упомянутых цитокератинов (снижает экспрессию 
KRT17 и KRT18 и увеличивает экспрессию KRT1 и KRT14).
Помимо этого, РНК-интерференция ИК приводит к 

изменениям в уровнях экспрессии генов IVL и FLG (рис. 
3Б). Белки, кодируемые этими генами (инволюкрин и фи-
лаггрин соответственно), являются важными структурны-
ми элементами верхнего (рогового) слоя эпидермиса. Они 
относятся к числу маркеров «ранней» и «поздней» стадий 
дифференцировки эпидермальных кератиноцитов. В свою 

очередь, образование псориатических бляшек сопровож-
дается нарушениями в экспрессии упомянутых генов: экс-
прессия IVL увеличивается, а экспрессия FLG снижается 
[25]. Соответственно, нарушается состав и структура ро-
говой оболочки и меняется внешний облик кожных покро-
вов. Согласно полученным нами данным (рис. 3Б), РНК-ин-
терференция ИК частично нормализует экспрессию IVL и 
FLG в трансдуцированных клетках, что усиливает ее тера-
певтический эффект.
Примечательно, что в отличие от других исследуемых 

в нашей работе генов (рис. 3А–В) экспрессия генов «до-
машнего хозяйства» TUBB и GAPDH, широко используе-
мых в современной лабораторной практике в качестве 
внутреннего контроля, существенно не меняется (рис. 3Д). 
Это, в свою очередь, свидетельствует о возможности ис-
пользования данных об уровне экспресси гена ACTB для 
нормализации результатов ПЦР в режиме «реального вре-
мени» в клетках HaCaT-КТР и HaCaT-ИК.

ВЫВОДЫ

В заключение мы бы хотели отметить, что полученные нами 
клеточные линии эпидермальных кератиноцитов — HaCaT-
ИК с экспрессией shРНК, специфичной к ИК, и HaCaT-КТР 
c экспрессией контрольной shРНК — различаются по сво-
им морфологическим признакам и способности к мигра-
ции. Сравнительный анализ генной экспрессии в трансду-
цированных клетках показал, что РНК-интерференция ИК 
обладает потенциальным терапевтическим эффектом, по-
скольку приводит к коррекции уровней экспрессии ряда 
важных для патогенеза псориаза генов: IVL, FLG, KRT1, 
-14, -17 и -18.
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Рис. 5. Оценка ферментативной активности интерстициальной коллагеназы (ИК) в трансдуцированных эпидермальных кератиноцитах клеточном гомо-
генате и культуральной среде. (А) Зимография образцов питательной среды, собранных при культивировании трансдуцированных клеток: 1 — клетки, 
экспрессировавшие контрольную shРНК; 2 — клетки, экспрессировавшие shРНК, специфичную к ИК. Стрелками указано месторасположение матрикс-
ных металлопротеиназ в геле. (Б) Зимография образцов клеточного гомогената, собранных при культивировании трансдуцированных клеток: 1 — клетки, 
экспрессировавшие контрольную shРНК; 2 — клетки, экспрессировавшие shРНК, специфичную к ИК. (В) Количественная оценка ферментативной актив-
ности. Время культивирования клеток до начала сбора образцов — 48 ч. Конфлюэнтность клеток на момент сбора образцов — 60 %. Культивирование 
клеток, получение гомогената, а также проведение белкового электрофореза и зимографии описаны в разделе «Материалы и методы»
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