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РЕФЕРАТ Трехмерные модели кожи и эпидермиса позволяют получать достоверную информацию о та-
ких заболеваниях, как псориаз, поскольку они точно имитируют структуру кожи. Из кератиноцитов но-
ворожденных мышат нами получена трехмерная модель эпидермиса, которую обработали цитокинами. 
В представленной работе оценена пригодность этой трехмерной модели для изучения псориаза, описаны 
изменения в ее структуре и экспрессии генов после обработки провоспалительными цитокинами. Показано, 
что обработка трехмерной модели интерлейкином 17 или комбинацией фактора некроза опухолей и интер-
ферона γ приводит к изменениям структуры, сходным с проявлениями акантоза при псориазе. Наблюдае-
мые изменения в экспрессии генов металлопротеиназ и других биомаркеров псориаза (mki67, krt16 и fosl1) 
были сходны с изменениями в пораженной коже больных. Обработка модели интерфероном γ и фактором 
некроза опухолей приводит к более выраженным изменениям экспрессии генов, чем обработка интерлей-
кином 17. Напротив, обработка клеток HaCaT фактором некроза опухолей и интерфероном γ не влияла 
существенно на экспрессию fosl1, но снижала экспрессию mki67, интерлейкин 17 практически не влиял 
на экспрессию krt16 и mki67, но снижал экспрессию fosl1. Результаты исследования подтверждают возмож-
ность использования трехмерной модели эпидермиса мыши для изучения псориаза.
КЛЮчЕВыЕ СЛОВА акантоз, количественная ПЦР, корнификация, культивирование клеток, псориаз, трех-
мерное моделирование.
СПИСОК СОКРАщЕНИй ИЛ-1 – интерлейкин 1; ИЛ-17 – интерлейкин 17; ИФНГ – интерферон γ; MMP1 – ин-
терстициальная коллагеназа (interstitial collagenase [КФ 3.4.24.7]); ТММЭ – трехмерная модель мышиного 
эпидермиса; ФНО – фактор некроза опухолей.

ВВЕдЕНИЕ
Трехмерные модели кожи и эпидермиса стали срав-
нительно широко использоваться в лабораторных 
испытаниях косметических продуктов, а также 
при ранениях и ожогах [1–3]. Практика применения 
трехмерных моделей соответствует законодатель-
ству Евросоюза, которое направлено на сокращение 
использования лабораторных животных и требу-
ет доказательств как экологической безопасности, 
так и эффективности экспериментальных процедур 
[4, 5]. Трехмерные модели кожи и эпидермиса инте-
ресны прежде всего тем, что позволяют одновременно 
тестировать множество лекарственных препаратов 
и учитывать при этом метаболические изменения, 
возникающие в ходе дифференцировки кератиноци-
тов. Таким образом, трехмерные клеточные модели 
можно использовать для изучения структурных из-
менений в тканях при различных патологиях.

В отличие от традиционного метода культивирова-
ния клеток в виде монослоя, при котором отдельные 

клетки мало отличаются друг от друга, трехмерные 
лабораторные модели кожи и эпидермиса имитируют 
не только взаимодействие клеток с межклеточным 
матриксом и межклеточные контакты, но и измене-
ния в экспрессии генов. Таким образом, трехмерные 
модели могут служить более достоверным источ-
ником информации о патологических изменениях 
в тканях, таких, как реструктуризация эпидермиса 
при псориазе. И это делает их незаменимым инстру-
ментом при экспериментальных исследованиях. При-
нимая во внимание ограниченный доступ научных 
учреждений к донорской коже, мы предполагаем раз-
работать новый экспериментальный подход к оценке 
изменений в пролиферации и дифференцировке ке-
ратиноцитов, а также трансформации здоровой кожи 
в псориатической бляшке без использования клеток 
человека.

Предполагается, что появление и рост псориати-
ческих бляшек обусловлены секрецией провоспали-
тельных цитокинов ФНО, ИФНГ и ИЛ-17 иммунны-
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ми клетками, которые присутствуют в эпидермисе 
больного [6]. Эти цитокины в свою очередь активи-
руют кератиноциты, внося изменения в программу 
их дифференцировки и увеличивая скорость их про-
лиферации. Руководствуясь этими представлениями, 
мы обрабатывали трехмерную модель эпидермиса 
мыши либо комбинацией ФНО и ИФНГ, либо ИЛ-17. 
Затем мы оценили вызванные цитокинами измене-
ния в структуре модели и уровне генной экспрессии. 
Таким образом, в данной работе мы попытались про-
верить способность нашей модели воспроизводить 
некоторые характерные изменения в коже больных 
псориазом и оценить ее пригодность для дальнейше-
го изучения этого заболевания.

эКСПЕРИМЕНТАЛьНАя чАСТь

Получение и обработка образцов кожи
Образцы кожи больных псориазом (psoriasis vulgar-
is, псориаз бляшечного типа) получали с помощью 
дерматологического пробойника (4 мм) под мест-
ной анестезией. Образцы кожи получали от боль-
ных, не проходивших курса какой-либо системной 
или PuVA/uV-терапии в течение 1 месяца до взятия 
биопсии. Биопсии непораженной кожи для проведе-
ния сравнительного анализа забирали на расстоя-
нии не менее 3–4 см от очага поражения. Образцы, 
предназначенные для выделения РНК, быстро за-
мораживали в жидком азоте и перевозили в лабора-
торию. Пробы взвешивали и измельчали в ступке, 
не допуская размораживания образца. Из образцов 
выделяли РНК и проводили количественную ПЦР. 
Биопсии кожи, предназначенные для гистологиче-
ского анализа, фиксировали в формалине. Данный 
протокол одобрен комитетом по этике Института об-
щей генетики им. Н.И. Вавилова РАН. Этот протокол 
соответствует принципам, изложенным в Хельсинк-
ской декларации, и российскому законодательству, 
регулирующему проведение научных исследований 
с донорской тканью.

Получение первичных кератиноцитов 
новорожденных мышат
Для получения культуры эпидермальных кератино-
цитов трупы новорожденных мышат обеззараживали 
бетадином и последовательно промывали 70% этано-
лом, гентамицином и изотоническим фосфатным бу-
ферным раствором (PBS). Снятую кожу разравнива-
ли на донышке пластиковой чашки и инкубировали 
в 0.25% растворе трипсина («ПанЭко», Россия) в тече-
ние 14–16 ч. На следующий день эпидермис отделяли 
от дермы, измельчали ножницами и инкубировали 
в среде KSFM (Life technologies, США) при 37°С в те-
чение 30 мин. Полученную суспензию клеток филь-

тровали через капроновое сито с диаметром ячеек 
70 мкм (Sigma-Aldrich, США). Клетки осаждали цен-
трифугированием (250 g; 5 мин), считали и культиви-
ровали в среде KSFM с добавкой набора реагентов S7 
(Life technologies, США), 1.1 × 10 4 клеток/см2 в фла-
конах t25. Клетки высевали во флаконы, покрытые 
коллагеном (Sigma-Aldrich, США). Дифференциров-
ку клеток предотвращали, поддерживая концентра-
цию ионов кальция в среде не более 60 мкМ. Непри-
крепившиеся клетки удаляли на следующий день 
после посева. Данный протокол одобрен комитетом 
по этике Института общей генетики им. Н.И. Вавило-
ва РАН. Применяемый протокол соответствует рос-
сийскому законодательству, регулирующему про-
ведение научных исследований с использованием 
лабораторных животных.

Культивирование клеток
Клетки Hacat культивировали в среде ДМЕМ, обо-
гащенной L-глутамином, содержавшей 10% эмбрио-
нальной сыворотки теленка («ПанЭко», Россия) и 1% 
раствора антибиотика – антимикотика (Life tech-
nologies, США).

Получение трехмерной модели кожи мыши 
Трехмерную модель эпидермиса мыши получали 
с использованием лишенной клеток дермы и первич-
ных кератиноцитов мыши. Для приготовления дер-
мальной основы образцы кожи животных подвергали 
термообработке в PBS (56°С, 10 мин), после чего от-
деляли эпидермис от дермы [7]. Для создания изо-
лированных отсеков для роста клеток на внешнюю 
поверхность полученных препаратов устанавлива-
ли стеклянные кольца, которые вдавливали в дерму. 
Клетки пересевали из расчета 3 × 10 5 клеток/см2. 
Клетки культивировали в свежеприготовленной 
смеси ДМЕМ и F12 в соотношении 3 : 1. Помимо этого 
в среду для культивирования добавляли эмбриональ-
ную сыворотку теленка (5% от общего объема сре-
ды), раствор антимикотика (1%), L-глутамин (4 мМ, 
«Пан Эко», Россия), аденин (25 мкг/мл), аскорбино-
вую кислоту (50 мкг/мл), трийодтиронин (1 мкг/мл), 
гидрокортизон (1 мкМ, Sigma-Aldrich, США) и ре-
комбинантный инсулин мыши (0.2 мкМ, r&D Sys-
tems, США). Среду заменяли каждый второй день. 
Через 24 ч в среду добавляли эпидермальный фак-
тор роста (10 нг/мл, r&D Systems, США). На третий 
день после начала эксперимента кольца удаляли, 
а образцы погружали в среду. На шестой день куль-
тивирование продолжали на границе фаз, т.е. таким 
образом, чтобы верхняя поверхность образцов на-
ходилась в контакте с воздухом. Для последующего 
культивирования в среду дополнительно добавля-
ли L-серин (1 мг/мл), L-карнитин (2 мкг/мл), ара-
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хидоновую (7 мкМ) и линолевую кислоты (15 мкМ, 
Sigma-Aldrich, США). Витамин e (Sigma-Aldrich, 
США) в количестве 0.5 мкг/мл добавляли непосред-
ственно перед сменой среды. Образцы обрабатыва-
ли провоспалительными цитокинами, начиная с де-
сятого дня культивирования, каждый второй день, 
в течение четырех дней. Для работы использовали 
следующие цитокины: ФНО (25 нг/мл), ИФНГ (25 нг/
мл) и ИЛ-17А (50 нг/мл) производства r&D Systems 
(США).

Выделение РНК
РНК выделяли тризольным методом как описано ра-
нее [8]. Если соотношение поглощений водных рас-
творов хотя бы одного препарата при длинах волн 
260 и 280 нм не превышало 2.0, все препараты данной 
серии дочищали с использованием набора реагентов 
rneasy (Qiagen, Германия). Целостность выделенной 
РНК проверяли электрофорезом в 1.5% агарозном 
геле в неденатурирующих условиях.

Проведение количественной ПЦР
Полученные образцы РНК были использованы 
для синтеза кДНК с применением набора реаген-
тов MMLV rt («Евроген», Россия). Амплификацию 
проводили методом количественной ПЦР с исполь-
зованием специфичных флуоресцентных зондов 
(Life technologies, США) на установке eco (Illumina, 
США). Результаты анализировали при помощи про-
граммного продукта eco, предоставленного произво-
дителем прибора.

Проведение гистологического анализа
Для проведения гистологического анализа получали 
парафиновые блоки. Срезы ткани окрашивали гема-
токсилином и эозином.

Статистический анализ
Статистическую значимость полученных резуль-
татов проверяли методом дисперсионного анализа, 
а также с применением t-теста. Значимыми счита-
ли различия при p < 0.05. Результаты представлены 
в виде среднего ± стандартное отклонение.

РЕЗУЛьТАТы
Трехмерная модель мышиного эпидермиса (ТММЭ), 
полученная в нашей лаборатории (рис. 1А), слабо 
структурирована. В отличие от нормального эпидер-
миса человека, в ней отсутствует гранулярный слой 
клеток и слабо выражена разница между базальным 
и супрабазальными слоями. Корнификация также 
выражена слабо и представлена 2–3 верхними слоя-
ми клеток. В полученных биопсиях в незатронутой 
болезнью коже (рис. 2А), напротив, хорошо заметен 
базальный слой кератиноцитов, который непосред-
ственно примыкает к базальной мембране. Обычно 
это единственный слой клеток эпидермиса, где клет-
ки могут делиться. В супрабазальных слоях кожи ке-
ратиноциты постепенно меняют форму и начинают 
последовательно синтезировать маркеры терминаль-
ной дифференцировки. Гранулярный слой отделяет 
ороговевшие клетки, лишенные ядер, от живых кле-
ток супрабазального слоя (рис. 2Б). В псориатических 
бляшках (рис. 2В) эпидермис существенно утолщен, 
поскольку пролиферация клеток распространяется 
на супрабазальный слой и меняется сама программа 
дифференцировки кератиноцитов. Например, изме-
нениям подвергается синтез специфичных биомар-
керов, образование в цитоплазме кератогиалиновых 
гранул, а также деградация клеточных ядер и дес-
мосом. Примечательно, что полученная нами экспе-
риментальная модель изначально (до обработки про-
воспалительными цитокинами) по своей структуре 
напоминает скорее эпидермис больного псориазом, 
чем эпидермис здоровой кожи.

Сравнение профилей экспрессии эпидермальных 
цитокератинов и маркеров конечной дифференци-
ровки эпидермальных кератиноцитов в образцах 
ТММЭ и кожи новорожденных мышат позволяет 
говорить о сопоставимом уровне экспрессии krt1, 
krt5, krt14 (рис. 3). Напротив, уровень экспрессии 
krt10 и krt18 снижен в ТММЭ, а уровень экспрессии 
krt16 – в коже мышат. Помимо этого, в ТММЭ повы-
шен уровень экспрессии ivl, а уровень экспрессии lor 
меняется незначительно.

А Б В

50 мкм

Рис. 1. Гистологический анализ наиболее репрезента-
тивных образцов ТММЭ после их обработки провос-
палительными цитокинами. Образцы ТММЭ культиви-
ровали в течение 2 недель и обрабатывали цитокинами 
после 9 полных дней культивирования. А – контроль-
ный образец без обработки цитокинами; Б – образец, 
обработанный комбинацией ФНО и ИФНГ; В – обра-
зец, обработанный ИЛ-17 (n = 6). Образцы использо-
вали для приготовления парафиновых блоков и после-
дующего окрашивания гематоксилином и эозином. 
Детальное описание процедур представлено в разде-
ле «Экспериментальная часть»
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Обработка ТММЭ провоспалительными цитоки-
нами ФНО и ИФНГ приводит к увеличению толщи-
ны слоя живых клеток примерно в 1.5 раза относи-
тельно необработанных образцов (рис. 4). При этом 
видимой корнификации в верхнем слое клеток 
не происходит (рис.  1Б). Распределение клеток 
в нижних слоях ТММЭ становится менее плотным, 
а структура ткани – более хрупкой. Последнее об-
стоятельство осложняет получение неповрежденных 
срезов ТММЭ для гистологического анализа. При-
мечательно, что после обработки ИЛ-17 изменения 
не так сильно выражены, как после обработки ФНО 
и ИФНГ (рис. 1В и рис. 4): толщина трехмерной моде-
ли достоверно меньше, чем в образцах, обработанных 
ФНО и ИФНГ, но превышает аналогичные показате-
ли в контрольных образцах. Таким образом, ТММЭ, 
как и эпидермис больных псориазом, чувствительна 
к действию провоспалительных цитокинов (ФНО, 
ИФНГ и ИЛ-17). При этом наибольший эффект на-
блюдается после обработки ТММЭ комбинацией 
ФНО и ИФНГ.

На уровне транскрипции в ТММЭ также проис-
ходят изменения, аналогичные изменениям в коже 
больных: экспрессия биомаркеров псориаза, krt16 
и fosl1, повышена после обработки ФНО и ИФНГ 
(рис.  5А). Также повышается экспрессия марке-
ра пролиферации кератиноцитов, mki67. Модель 

воспроизводит специфический профиль экспрес-
сии генов металлопротеиназ (mmp1, mmp2, mmp9 
и mmp12), характерный, как показано нами ранее, 
для псориаза [9]. Интересно, что обработка ИЛ-17 
не приводит к статистически значимым изменени-
ям экспрессии некоторых генов (mki67, fosl1 и krt16) 
по сравнению с контролем (рис. 5Б). Таким образом, 
полученные нами результаты говорят в пользу того, 
что именно комбинация ФНО и ИФНГ вносит несрав-
ненно больший вклад в активацию кератиноцитов 
как при псориазе, так и в ТММЭ.

Как показано нами ранее, профили экспрессии 
металлопротеиназ в клетках Hacat, обработанных 
одновременно ФНО и ИФНГ, аналогичны профилям 
в пораженной донорской коже [10]. Такие же изме-
нения после обработки ФНО и ИФНГ наблюдаются 
и в ТММЭ (рис. 5А). Напротив, изменения экспрессии 
других биомаркеров говорят о том, что культура кле-
ток Hacat как предполагаемая экспериментальная 
модель псориаза имеет ряд принципиальных отличий 
от ТММЭ, которые должны учитываться в экспери-
ментальной работе при использовании клеток данно-
го типа. Так, в клетках Hacat, обработанных цито-
кинами ФНО и ИФНГ, воспроизводятся изменения 
в экспрессии krt16, биомаркера псориаза (рис. 6А), 
но не воспроизводятся, в отличие от ТММЭ, измене-
ния, вызванные обработкой ИЛ-17 (рис. 6Б). Следует 

Рис. 2. Схема и гистологи-
ческий анализ эпидермиса 
больного псориазом. Для ги-
стологического анализа 
использовали образцы кожи 
больного в парафине после 
их окрашивания гематокси-
лином и эозином как описа-
но в «Экспериментальной 
части». А – схема визуально 
нормального участка эпидер-
миса больного; Б – участок 
визуально нормального эпи-
дермиса больного, окрашен-
ный эозином и гематоксили-
ном; В – схема пораженного 
участка эпидермиса больно-
го; Г – пораженный участок 
кожи больного, окрашенный 
эозином и гематоксилином
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отметить, что экспрессия mki67 и fosl1 в этих клет-
ках не увеличивалась независимо от того, обраба-
тывались ли эти клетки комбинацией ФНО и ИФНГ 
или цитокином ИЛ-17 (рис. 6А,Б).

ОБСУЖдЕНИЕ 
Внешние проявления псориаза являются результа-
том сложного многостадийного процесса, в котором 
участвует множество сигнальных путей и различные 
типы клеток. Моделирование патологических изме-
нений кожи при псориазе позволит определить круг 
молекулярных механизмов, вовлеченных в патоге-
нез болезни, и установить их связь с конкретными 
клиническими признаками. В последнее время по-
является все больше работ, посвященных разработке 
трехмерных моделей кожи и эпидермиса человека. 
В большей степени данное направление востребовано 
при лечении повреждений кожных покровов. Сре-
ди работ российских ученых мы хотели бы отметить 
разработку клеточных моделей с использованием 
эндопротезной сеточки [11] и полимерных матриц 
на основе природных и биодеградируемых материа-
лов, таких, как хитин и хитозан [12], полимолочная 
кислота [13], аморфный поли(D,L-лактид) и поли-
этиленгликоль [14] и др. Эти разработки используют 
при ожогах [11] и трофических язвах [3].

В наиболее часто применяемых трехмерных мо-
делях кожи и эпидермиса эпидермальные кератино-
циты высевают либо на содержащий фибробласты 
коллагеновый гель, либо на другую специальную под-
ложку, например, на лишенную клеток дерму. Основ-
ным источником фибробластов для трехмерных мо-
делей, применяемых в лабораторных, неклинических 
исследованиях, служат раковые клетки человека 
или мыши, предварительно γ-облученные или обра-
ботанные митомицином c для подавления в них ми-
тоза. В качестве источника кератиноцитов чаще всего 
используют кусочки человеческой кожи, оставшиеся 
после хирургических операций. Реже, в зависимости 
от специфики эксперимента, в трехмерные модели 
включают клетки других типов, например макрофа-
ги [15], меланоциты [16] или дендритные клетки [17]. 
Особенность нашей модели как экспериментальной 
модели псориаза состоит в том, что в ней использу-
ются исключительно первичные кератиноциты мыши 
и не используются клетки человека.

Применение кератиноцитов и деэпителизиро-
ванной дермы мыши в трехмерных моделях имеет 
целый ряд принципиальных преимуществ. Домаш-
няя мышь – широко используемое в лабораторной 
практике животное, неприхотливое при содержании 
в неволе. Высокая плодовитость (6–8 и более мышат 
в одном выводке) и короткая беременность (18.5 дней) 
мышей позволяют снизить зависимость эксперимен-
таторов от донорской кожи. Выбрав для своего ис-
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Рис. 3. Изменения экспрессии генов цитокератинов 
и маркеров конечной дифференцировки кератиноци-
тов. Экспрессию генов цитокератинов и маркеров ко-
нечной дифференцировки кератиноцитов определяли 
методом количественной ПЦР как описано в «Экспери-
ментальной части». Экспрессию генов в обработанных 
образцах сравнивали с экспрессией в необработанных 
цитокинами образцах (n = 3). Уровень экспрессии ге-
нов в необработанных образцах принимали равным 1

Рис. 4. Изменения толщины образцов ТММЭ после об-
работки провоспалительными цитокинами. Образцы 
ТММЭ культивировали в течение 2 недель. Обработку 
провоспалительными цитокинами проводили после 9 
полных дней культивирования как описано в «Экспери-
ментальной части»
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следования кожу новорожденных мышат, мы рас-
считывали увеличить выход при выделении клеток, 
поскольку толщина мышиного эпидермиса суще-
ственно уменьшается в первые дни жизни мышат.

Существуют несколько типов экспериментальных 
моделей псориаза, в которых используются генети-
чески модифицированные, т.е. трансгенные мыши [18] 
и животные с делециями в определенных генах [19]. 
Кроме этого, имеются экспериментальные модели, 
в которых характерные особенности псориаза вызва-
ны спонтанными мутациями в геноме животных [20, 
21] либо применением лекарственных средств [22]. 
По мере развития такие модели позволят добиться 
точного соответствия с клиническими проявлениями 
псориаза у людей [18, 22].

Получение и дальнейшее совершенствование 
ТММЭ полностью отвечает требованиям европей-
ского законодательства, которое требует от исследо-
вателей сокращения использования лабораторных 
животных и скорейшего перехода к использованию 
клеток и тканей [4, 5]. Как показывают наши иссле-
дования, в полученной модели экспрессируются 
гены основных цитокератинов, вовлеченных в диф-
ференцировку эпидермальных кератиноцитов (krt1, 
krt5, krt14). При этом уровень экспрессии этих генов 
сопоставим с уровнем в коже новорожденных мы-
шат (рис. 3). Помимо генов цитокератинов экспрес-
сируются гены ivl и lor, начало экспрессии которых 
предваряет процесс корнификации. Повышенный 

уровень экспрессии ivl и krt16, а также пониженный 
уровень krt10 говорят об изменениях в дифферен-
цировке клеток в процессе культивирования ТММЭ. 
Пониженный уровень экспрессии krt18 указывает 
на большую однородность клеточного состава ТММЭ, 
состоящей преимущественно из эпидермальных ке-
ратиноцитов.

Сравнение ТММЭ и кожи больных позволяет сде-
лать вывод о том, что полученная модель, как и псо-
риатические бляшки, чувствительна к действию 
провоспалительных цитокинов. При этом изменения 
на уровне ткани, т.е. увеличение толщины слоя кле-
ток (рис. 4) и отсутствие корнификации во внешнем 
слое (рис. 1А–В), дополняются индукцией характер-
ных для псориаза генов – генов металлопротеиназ, 
mki67, цитокератина, krt16, и ядерного белка, fosl1 
(рис. 5А). Зафиксированные нами гистологические 
изменения в модели (рис. 1А–В) напоминают акантоз 
(рис. 2В), а изменения профилей экспрессии генов 
(рис. 5А) аналогичны изменениям в коже больных 
псориазом (рис. 5Б). 

При выборе генов для экспериментальной харак-
теристики модели мы руководствовались их вкла-
дом в патогенез болезни. Так, MMP1, MMP9 и MMP12 
участвуют в структурной перестройке эпидермиса 
при псориазе [9]. Экспрессия и активация этих ме-
таллопротеиназ важны для изменения состава вне-
клеточного матрикса и базальной мембраны, роста 
новых сосудов и миграции клеток, например иммун-

Рис. 5. Изменения экспрессии генов в ТММЭ после обработки провоспалительными цитокинами (А) и в коже 
больных псориазом (Б). ТММЭ обрабатывали либо комбинацией ФНО и ИФНГ, либо ИЛ-17. Из соответствую-
щих образцов выделяли РНК и проводили синтез кДНК. кДНК анализировали методом количественной ПЦР 
как описано в «Экспериментальной части». Экспрессию генов в образцах ТММЭ, обработанных цитокинами, 
сравнивали с экспрессией в необработанных цитокинами образцах (n = 3)
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ных клеток. Нарушение баланса между металлопро-
теиназами в коже больного псориазом указывает 
на обострение болезни. Увеличение экспрессии гена 
mki67 говорит о гиперпролиферации кератиноцитов 
[23]. Повышенная экспрессия mki67 также является 
одним из наиболее характерных признаков повреж-
денной псориазом кожи [24]. В коже больных псо-
риазом повышен уровень цитокератина 16 (рис. 5Б). 
При этом в коже здоровых людей ген krt16 экспрес-
сируется на очень низком уровне [25]. Наконец, по из-
менению экспрессии fosl1 можно судить об эффек-
тивности курса терапии. Экспрессия fosl1 возрастает 
при обострении болезни и снижается при наступле-
нии ремиссии [26].

Любопытно, что после обработки ИЛ-17 изменения 
профиля экспрессии генов становятся менее выра-
женными (рис. 5А). Экспрессия генов krt16, mki67, 
fosl1, mmp1а, mmp2 и mmp9 изменяется не более чем 
в 1.5 раза по сравнению с экспрессией в необработан-
ных цитокинами образцах, и только у двух других 
генов – mmp1b и mmp12 – остается на сравнительно 
высоком уровне.

Примечательная особенность приведенного в ра-
боте профиля генной экспрессии – наличие у мыши 
двух изоформ MMP1: MMP1a и MMP1b. Гены, ко-
дирующие эти белки, идентифицированы уже более 
10 лет тому назад [27]. При этом физиологические 
различия между продуктами генов mmp1а и mmp1b 
остаются неустановленными. Оба гена входят в со-
став одного кластера, расположенного на хромосо-
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Рис. 6. Изменения экспрессии генов в клетках HaCaT, 
обработанных провоспалительными цитокинами. 
Культуры клеток HaCaT, достигшие 70% монослоя, 
обрабатывали провоспалительными цитокинами либо 
комбинацией ФНО и ИФНГ (А), либо ИЛ-17 (Б). Из об-
разцов выделяли РНК и получали кДНК. кДНК анали-
зировали методом количественной ПЦР как описано 
в «Экспериментальной части». Экспрессию генов 
в обработанных образцах сравнивали с экспрессией 
в необработанных цитокинами образцах (n = 3) 

ме 9, и обладают высокой гомологией как по отноше-
нию друг к другу, так и к mmp1 человека [27]. Кроме 
этого, выявлено значительное сходство в регуляции 
генов mmp1a и mmp1b цитокинами и факторами ро-
ста [28]. Включение обоих генов в список предполага-
емых маркеров позволило нам показать, что mmp1a 
более чувствителен к действию провоспалительных 
цитокинов, в то время как экспрессия mmp1b по-
сле обработки как комбинацией ФНО и ИНФГ, так 
и ИЛ-17, изменяется примерно в 1.6 раза по сравне-
нию с контролем (рис. 5А). 

В целом более точное воспроизведение профиля 
экспрессии генов, специфичных для псориаза, отли-
чает предложенную нами модель от более традицион-
ной «двумерной» культуры клеток Hacat (рис. 5А и 6 
соответственно). Например, обработка клеток Hacat 
провоспалительными цитокинами ФНО и ИФНГ по-
давляет экспрессию mki67 (рис. 6А). По-видимому, 
это объясняется отклонением от физиологического 
оптимума для данного типа клеток. При этом наибо-
лее неожиданные изменения наблюдаются после об-
работки клеток Hacat цитокином ИЛ-17: экспрессия 
двух биомаркеров – krt16 и mki67 – меняется незна-
чительно, а у fosl1 падает до уровня более низкого, 
чем в контроле (необработанные клетки). Таким об-
разом, культура клеток Hacat менее точно описыва-
ет экспрессию биомаркеров псориаза, чем ТММЭ.

ТММЭ пока имеет ряд существенных отличий 
от широко используемых в настоящее время трех-
мерных моделей кожи человека. Например, в ТММЭ 
нет четкой границы при переходе от одного слоя кле-
ток к другому, корнификация внешнего слоя клеток 
незначительна, а распределение клеток более диф-
фузно. Помимо этого, в ТММЭ отсутствует грануляр-
ный слой клеток. Хотя у нас нет однозначного объяс-
нения данного феномена, мы предполагаем, что эти 
различия обусловлены тем, что эпидермис мыши, 
используемый нами, не полностью сформирован, 
и для более полного соответствия моделям из клеток 
человека необходимо будет внести изменения в среду 
культивирования ТММЭ.

Для стабилизации уровня эпидермальных росто-
вых факторов и цитокинов в среде предполагается 
дополнить модель слоем непролиферирующих дер-
мальных фибробластов, предварительно обработан-
ных митомицином c [29]. С целью предотвращения 
дифференцировки эпидермальных кератиноцитов 
на начальном этапе культивирования мы планируем 
использовать ингибиторы киназы GSK3. Ранее один 
из ингибиторов киназы GSK3 уже успешно исполь-
зовали для получения индуцированных стволовых 
клеток кожи из эпидермальных кератиноцитов [30]. 
Наконец для улучшения корнификации верхних сло-
ев трехмерной модели в культуральную среду будет 
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добавлен ИЛ-1 или онкостатин M. Эти факторы бу-
дут применены на позднем этапе культивирования. 
Как показано ранее, ИЛ-1 и онкостатин М облада-
ют способностью индуцировать гены белка S100А, 
а также стимулируют экспрессию генов Tgm1 и Ivl, 
кодирующих маркеры дифференцировки кератино-
цитов – трансглутаминазу и инволюкрин [31, 32].

ЗАКЛЮчЕНИЕ
Результаты проведенного нами исследования под-
тверждают возможность использования трехмерной 
модели эпидермиса мыши для изучения псориаза. 

Экспериментальные данные свидетельствуют о том, 
что комбинация ИФНГ и ФНО вносит, по-видимому, 
больший вклад в активацию кератиноцитов мыши, 
чем ИЛ-17.  
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и образования Российской Федерации (грант 
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и педагогический потенциал инновационной 

России» (грант № P1309).
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