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Матриксные металлопротеазы (MMP) пред-
ставляют собой семейство из 28 цинксвязывающих 
протеолитических ферментов. Основная функция 
MMP — ремоделирование и деградация внекле-
точного матрикса и клеточных мембран при раз-
личных биологических процессах: формировании 
скелета, эмбриональном развитии, ангиогенезе, 
клеточной миграции, ранозаживлении и т. п. [1, 2]. 
MMP принимают участие в развитии иммунного 
ответа, активируя синтез антимикробных белков, 
про-α-дефензинов (криптидины), и репарации по-
верхности поврежденного эпителия [3]. MMP так-
же регулируют активность воспалительных меди-
аторов — цитокинов и хемокинов [4]. Так, MMP-9 
отрезает N-терминальный домен у зрелого CXC-
хемокина (интерлейкин — (IL)-8), в результате чего 
повышается его хемоаттрактивная активность [5]. 
MMP играют важную роль в регуляции проницаемо-
сти сосудов, разрушая межклеточные связи между 

эндотелиальными клетками, способствуя миграции 
лейкоцитов в очаги воспаления [6], и участвуя в па-
тогенезе злокачественных, сосудистых заболеваний, 
в частности атеросклероза, а также артрита, болезни 
Крона, псориаза [1, 7, 8].

При атеросклерозе MMP играют важную роль, 
способствуют разрушению внеклеточного матрик-
са артерий, разрыву атеросклеротических бляшек, 
что ведет к инфаркту [9]. Нарушение баланса меж-
ду синтезом и разрушением внеклеточного матрик-
са, который регулируется совместным действием 
различных металлопротеаз и их тканевых ингиби-
торов (TIMP), приводит к различным сосудистым 
заболеваниям: предоминальной аневризме аорты, 
варикозному расширению вен, гипертонии [2, 10, 
11]. Активную роль ММР играют и в патогенезе 
псориаза [12—14], изменения в коже, при котором 
могут быть связаны с повышенной экспрессией ке-
ратиноцитами эпидермиса ММР-2 (гелатиназа А) 
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и клетками дермы — ММР-9 (гелатиназа В). При 
этом не происходит разрушения базальной мембра-
ны, и не обнаруживаются какие-либо изменения в 
структуре коллагенов I, III, IV и VII типов. Таким 
образом, ММР-2 и ММР-9 участвуют в ремодели-
ровании кожных покровов при псориазе [15].

MMP-2 и MMP-9 отличаются от других метал-
лопротеаз наличием трех доменов фибронектина 
II типа, связывающих денатурированный коллаген, 
что усиливает взаимодействие этих металлопроте-
аз с желатином или желатиноподобными субстра-
тами [1].

В данной работе методом полимеразной цепной ре-
акции (ПЦР) в режиме реального времени ( ПЦР-РВ) 
проведен сравнительный анализ экспрессии генов 
MMP-2 и MMP-9 в образцах кожи, пораженной псо-
риазом и атеросклеротических бляшках сосудов, от-
носительно таковой в нормальных тканях.
Материалы и методы

Забор биоптатов кожи у 10 больных вульгарным псориазом 
из пораженного и непораженного (на расстоянии около 3 см от 
пораженной кожи) участков кожи проводили под местной ане-
стезией с помощью дерматологического пробойника (4 мм). 
Пациенты не получали какой-либо системной или PUVA/UV-
терапии в течение 1 мес до взятия биопсии кожи (см. таблицу).

Для забора атеросклеротических биопсий использовали ма-
териал, полученный при оперативном лечении 10 пациентов, 
страдающих атеросклеротическим повреждением бедренных 
артерий. В ходе открытой операции иссекали участок поверх-
ностной бедренной артерии, окклюзированный атеросклеро-
тической бляшкой, после чего производили имплантацию про-
теза бедренной артерии в образовавшийся дефект. В качестве 
контрольного образца, для исследования производили забор 
участка притока общей бедренной артерии не подверженный 
атеросклеротическому процессу. В исследование также вклю-
чили материал, полученный от пациентов с атеросклеротиче-
ским повреждением артерий, питающих щитовидную железу 
и участки стенки аневризматического мешка аорты. Забор 
производили у больных, проходивших лечение по различным 
диагнозам. Образцы быстро замораживали в жидком азоте. 
Взятые пробы взвешивали и измельчали в ступке, не допуская 
размораживания образца. РНК из биопсий выделяли на колон-
ках Qiagen по стандартному протоколу RNeasy Mini Kit. Для 
освобождения препаратов РНК от примесей ДНК проводили 
обработку ДНазой Qiagen. Электрофорез осуществляли в го-
ризонтальном агарозном геле в буфере TAE (40 мM Трис-НСl, 
pH 8; 1 мМ ЭДТА; 20 мM СН3СООН). Использовали гели из 
2% агарозы. Перед нанесением к каждому образцу добавляли 
буфер для нанесения (70% глицерин, 0,01% бромфеноловый 
синий), 1/6 часть от объема образца.

Обратную транскрипцию проводили следующим образом. 
В пробирки для ПЦР объемом 200 мкл вносили буфер, dNTP, 
100 единиц  обратной транскриптазы M-MLV (Promega), 20 еди-
ниц ингибитора РНКаз RNasin («Promega»), случайные гексану-
клеотидные праймеры («Promega») и РНК до конечной концен-
трации не более 100 нг/мкл. Смесь термостатировали в течение 
1 ч при температуре 37°С.

Для визуализации продуктов амплификации ПЦР использо-
вали бромистый этидий. Краситель добавляли в гель в процессе 
его приготовления до конечной концентрации 0,5 мкг/мл. Ре-
зультаты электрофореза визуализировали в УФ-свете на транс-
илллюминаторе. В качестве стандарта длины и количества ДНК 
использовали 7 мкл маркера (1 kb, «Promega»).

Праймеры к мРНК генов MMP-2 и MMP-9 подбирали с по-
мощью программ Beacon Designer 7. Праймеры и пробы были 
синтезированы фирмой «ДНК-Синтез». Температуру отжига для 
праймеров подбирали опытным путем, принимая за исходную 
температуру, рассчитанную с помощью программы OligoCalcu-
lator. При отработке условий ПЦР в качестве матрицы исполь-
зовали геномную ДНК человека и тотальную кДНК человека.

ПЦР-РВ проводили в 48-луночных оптических плашках с ис-
пользованием меченных флюоресцентными агентами олигонукле-
отидных проб. Реакцию проводили с использованием 5-кратной 
реакционной смеси с референсным красителем ROX («Евроген»).

Амплификацию проводили в ПЦР-амплификаторе (Illumina, 
«Eco»), используя программу «two step»: 1) денатурация при 
температуре 95°С в течение 4 мин, 2) денатурация при 94°С в 
течение 15 с, 3) отжиг при 58°С в течение 15 с, 4) элонгация при 
72°С в течение 15 с, 5) этапы 2—4 повторяли 35 раз. Экспрес-
сию генов-мишеней нормализовали на ген домашнего хозяйства 
GAPDH. Амплификацию гена GAPDH и изучаемых генов прово-
дили в разных пробирках.

Результаты ПЦР обрабатывали методом 2-ΔΔCt, который по-
казывает, во сколько раз изменяется экспрессия гена в поражен-
ном образце по сравнению с таковым в непораженном. ΔΔCt 
рассчитывали как ΔΔCt = ΔCt (пораженная кожа) — ΔCt (не-
пораженная кожа), и каждое значение ΔCt = ΔCt (исследуемый 
ген) — ΔCt(GAPDH), согласно [16]. Эксперименты проводили в 
3-кратном повторении для каждого образца.

Результаты и обсуждение
Для сравнения уровня экспрессии генов MMP-2 

и MMP-9 в образцах пораженной псориазом кожи и 
непораженной, а также в сосудах с атеросклеротиче-
ской бляшкой и чистых использовали все значения 
экспрессии гена и сравнивали их между собой как 
две выборки. Для подтверждения статистической 
значимости различий экспрессии генов MMP-2 и 
MMP-9 в совокупности одной из выборок образцов 
по сравнению с другой выборкой использовали не-
параметрический критерий Манна—Уитни (рис. 1).

Результаты проведенного эксперимента показали, 
что экспрессия гена ММР-2 в пораженной псориазом 
коже снижена как относительно экспрессии в непо-
раженной коже (в 1,3 раза), так и относительно экс-
прессии в атеросклеротических бляшках (в 12 раз). 

Характеристика пациентов с атеросклерозом (n = 10) и псо-
риазом (n = 10)

Показатель Атеросклероз Псориаз
Возраст, годы
Мужчины
Женщины
Индекс PASI

68,7 ± 11,2
10 (100%)

—
—

37,9 ± 9,3
7 (70%)
3 (3%)

24,6 ± 5,7

Рис. 1. Содержание мРНК генов ММР-2, ММР-9 в псориатиче-
ских и атеросклеротических бляшках по сравнению с таковыми 
в непораженных участках кожи и сосудов. Здесь и на рис. 2, 3: за 
единицу принят уровень экспрессии в визуально непораженных 
участках (p < 0,05).
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Экспрессия гена ММР-9 была значительно повы-
шена как в псориатических (в 3,5 раза) так и в ате-
росклеротических (в 28 раз) образцах относительно 
таковой в непораженных образцах. В целом уровень 
экспрессии ММР-2 и ММР-9 в атеросклеротических 
образцах намного превосходил уровень экспрессии в 
псориатических образцах. Уровень экспрессии гена 
ММР-2 в пораженной псориазом коже у большин-
ства пациентов был понижен относительно контроля 
и изменялся от снижения в 3,2 раза до повышения в 
1,3 раза (рис. 2). В среднем экспрессия гена ММР-2 
у больных псориазом оказалась пониженной в пора-
женной коже, относительно аналогичного показате-
ля в визуально непораженной в 1,3 ± 0,19 раза. В ате-
росклеротических бляшках уровень экспрессии гена 
ММР-2 относительно контроля у всех пациентов 
был повышен с большим разбросом. Так, у одного 
больного (наблюдение 1А) он был повышен в 2 раза, 
а у другого (наблюдение 10А) — в 53 раза.

Полученный результат свидетельствует о том, что 
в пораженной псориазом коже не происходит акти-
вации экспрессии ММР-2. Отсутствие повышения 
экспрессии гена ММР-2, вероятно можно, объяс-
нить тем, что в его промоторной области отсутству-
ет проксимальный сайт связывания АР-1, и лишь в 
дистальной области промотора есть неканонический 
сайт связывания димеров FRA-1/JUN-B транскрип-
ционного фактора АР-1 [17]. При этом есть данные 
о том, что белковый уровень MMP-2 и его TIMP-2 в 
псориатических бляшках повышен [18].

Уровень экспрессии гена ММР-9 в бляшках кожи 
у наших пациентов повышен относительно такового 
в непораженной коже, от 1,7 раза (наблюдение 10П)  
до 6,5 раза (наблюдение 6П). В среднем уровень экс-
прессии гена в пораженной псориазом коже повы-
шен в 3,5 ± 1,7 раза (рис. 3).

Экспрессия гена MMP-9 в атеросклеротических 
бляшках была повышена, относительно таковой в кон-
троле, в среднем в 28,7 ± 25 раза. Зафиксировали ми-
нимальное повышение экспрессии (наблюдение 2А) в 
7,2 раза, а максимальное (наблюдение 1А) — в 86,2 раза.

Таким образом, экспрессия гена MMP-9 была по-
вышена, по отношению к контролю, как в псориати-
ческих, так и в атеросклеротических образцах.

Результаты, полученные с помощью ПЦР-РВ, сви-
детельствуют о повышении экспрессии гена MMP-9 
у всех пациентов как в пораженной атеросклерозом 
части сосуда, так и в пораженной псориазом коже.

Впервые повышение экспрессии MMP-9 при 
псориазе обнаружено в 1997 г. группой C. Feliciani 
и соавт. [15]. Полученное нами повышение экспрес-
сии ММР-9 может быть связано с наличием в про-
моторе гена сайта связывания транскрипционного 
фактора NF-kB [17], активность которого повыше-
на при псориазе, являющемся системным воспали-
тельным процессом. В ряде опубликованных работ 
[19—21] экспериментально показана повышенная 
экспрессия компонента FRA-1 транскрипционного 
комплекса АР-1 в пораженной псориазом коже от-
носительно непораженной. В свою очередь, пато-
логическая активация экспрессии гена FRA-1 как 
компонента транскрипционного комплекса АР-1 
может приводить к повышению экспрессии гена 
IL-2, стимуляции аутореактивных цитотоксических 
Т-лимфоцитов, увеличению синтеза провоспали-
тельных цитокинов и аутоантител [22] и в итоге 
усиливать развитие местного воспалительного про-
цесса, что является основой формирования и раз-
вития как псориатических так и атеросклеротиче-
ских бляшек. Повышенная экспрессия гена FRA-1 
вызывает усиление экспрессии гена IL-18, который, 
в свою очередь, индуцирует транскрипцию гена 
MMP-9 и синтез активной формы ММР [23]. Дан-
ная стимуляция провоцирует усиление миграции 
гладкомышечных клеток, что является одним из 
важных этапов образования атеросклеротической 
бляшки [23]. Таким образом, можно сделать вывод 
о возможной ключевой роли гена MMP-9 в патоге-
незе псориаза и атеросклероза.

Работа выполнена при поддержке Программы 
Президиума РАН «Фундаментальные науки — ме-
дицине», ФЦП «Исследования и разработки по при-
оритетным направлениям развития научно-техно-
логического комплекса России» ГК 16.512.11.2049 и 
ФЦП «Научные и научно-педагогические кадры ин-
новационной России» ГК П1309.

Рис. 3. Уровень экспрессии гена ММР-9 в пораженной псори-
азом коже и атеросклеротических бляшках сосудов у разных 
больных по сравнению с непораженными. П — псориатические 
образцы, А — атеросклеротические образцы.

Рис. 2. Уровень экспрессии гена ММР-2 в пораженной псори-
азом коже и атеросклеротических бляшках сосудов у разных 
больных по сравнению с непораженными участками. П — псо-
риатические образцы, А — атеросклеротические образцы.
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Авторы приводят данные антицитокиновой терапии тяжелых форм псориаза в многопрофильном 
учреждении. Представлен опыт применения инфликсимаба и устекинумаба у 8 и 2 пациентов соот-
ветственно. Показано развитие анафилактоидной реакции у пациента после введения инфликсима-
ба. Установлено, что устекинумаб открывает новую страницу в терапии тяжелых форм псориаза 
и является перспективным препаратом антицитокиновой терапии, в том числе при непереносимо-
сти или неэффективности инфликсимаба.
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