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ВВЕДЕНИЕ
Псориаз является распространенным (2% населения 

[1]) хроническим воспалительным заболеванием кожи, и, 

хотя природа этого заболевания не выяснена окончательно, 

имеются убедительные доказательства того, что генетическая 

предрасположенность и иммунологические факторы играют 

важную роль в его развитии [2]. На возникновение и течение 

заболевания влияют также инфекции, стрессы и психиче-

ские травмы [3]. 

Для псориаза характерны нарушения дифференциров-

ки и пролиферации кератиноцитов, обусловленные ауто-

иммунной реакцией Т-лимфоцитов и макрофагов против 
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Цель исследования: анализ 2 однонуклеотидных замен в генах NOS2 (rs2779249, c.-1290G>T, 5’-область) и NOS3 (rs2070744, c.-
813C>T, интрон 1) у больных псориазом.

Материал и методы. В исследование включены 88 больных псориазом, находившихся на лечении в Городской клинической больнице 
№14 им. В.Г. Короленко. В качестве контроля в работе использовались образцы ДНК, выделенной из цельной крови 365 необследованных 
жителей Москвы и Московского региона (популяционный контроль). Анализ проводили методом полимеразной цепной реакции в реаль-
ном времени с аллельспецифичными зондами.

Результаты. Были получены значения частот генотипов исследуемых замен. Для исследованных SNV не выявлено ассоциаций с заболе-
ванием: NOS3 (rs2070744) – χ2=0,487; p=0,485 и NOS2 (rs2779249) – χ2=0,859; p=0,354. При этом установлено значительное отклонение ча-
стот генотипов замены в гене NOS3 от равновесия Харди–Вайнберга: у больных – χ2=46,32 (p=0), в контрольной группе – χ2=225,86 (p=0).

Заключение. Полученные результаты не выявили значимых ассоциаций исследуемых замен с псориазом. Предполагается, что их 
влияние будет заметнее в комплексе с другими заменами данных генов или на выборке большего размера. Возможно также, что гипе-
рактивация регуляции экспрессии NO-синтаз при псориазе не зависит от наличия исследованных полиморфных вариантов генов.
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The aim of the study was to analyze two single nucleotide substitutions in the NOS2 (rs2779249, c-1290G>T, 5'-region) and NOS3 (rs2070744, 
c-813C>T, in tron 1) genes in psoriasis patients.

Materials and methods. DNA samples from 88 psoriasis patients and 365 control samples (population control) were studied. The analysis was 
carried out by Real-Time PCR with allele-specific probes.

Results. There were obtained frequencies of studied genotypes of the substitutions. No associations between single nucleotide variants (SNVs) 
and the disease: NOS3 (rs2070744) – χ2=0,487; p=0,485 иNOS2 (rs2779249) – χ2=0,859; p=0,354 were found. In this case a significant deviation 
from the Hardy-Weinberg equilibrium in the frequencies of the replacement genotypes in the NOS3 gene was revealed in patients [χ2=46,32 (p=0)], 
in control group – χ2=225,86 (p=0).

Conclusion. The obtained results failed to show significant associations of investigated substitutions with psoriasis. Their influence was assumed 
to be more noticeable in the conjunction with other replacements of these genes or on a larger sample. Perhaps, just like the hyperactivation, the 
regulation of the expression of NO synthases in psoriasis, does not depend on the presence of the investigated polymorphic variants of genes.
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клеток кожи. ДНК распадающихся кератиноцитов являет-

ся антигеном, который вызывает воспаление, ангиогенез и 

пролиферацию иммунокомпетентных клеток. Дермальные 

дендритные клетки презентируют антиген Т-хелперам (Th0)-

лимфоцитам и стимулируют пролиферацию Т-киллеров и 

Т-хелперов 1-го типа, секретирующих различные химиче-

ские сигналы-цитокины: фактор некроза опухоли (TNF)-α, 

интерлейкин (IL)-1β, IL6, интерферон (IFN)-γ и IL17, кото-

рые вызывают воспаление, а также IL22, вызывающий уси-

ленную пролиферацию кератиноцитов и нарушение их нор-

мального созревания и дифференцировки. Реагируя на эти 

цитокины, кератиноциты продуцируют IL1, IL6 и TNFα, ко-

торые обусловливают хемотаксис новых иммунных клеток в 

месте воспаления, их повышенную пролиферацию, дальней-

шее развитие и усиление воспалительной реакции. Гибнущие 

в результате апоптоза незрелые кератиноциты высвобождают 

еще больше ДНК, дополнительно стимулируя дендритные 

клетки. Считается, что причина развития таких иммунопа-

тологических реакций заключается в дефекте регуляторных 

Т-клеток-супрессоров и нарушении секреции или работы ре-

гуляторного, противовоспалительного цитокина IL10 [4]. 

Псориаз имеет чрезвычайно сложную генетическую осно-

ву. В течение последних 5 лет с помощью полногеномного по-

иска ассоциаций (GWAS) было выявлено множество локусов 

– потенциальных регионов предрасположенности к псориазу 

[5]. Гены-кандидаты можно условно разделить на группы [6]: 

1) отвечающие за нарушение барьерной функции кожи;

2) участвующие в IL23-сигнальном пути, отвечающем за 

адаптивный иммунитет;

3) принимающие участие в сигнальном пути ядерного 

фактора NF-κВ и интерферона, синтезе клетками IL17, от-

вечающие за врожденный иммунитет;

4) участвующие в презентации антигена.

Популяционные и семейные исследования также под-

тверждают наличие генетической предрасположенности 

к псориазу – риск развития заболевания выше у родствен-

ников больных, чем в целом у населения, а также у моно-

зиготных близнецов по сравнению с дизиготными (соответ-

ственно 20–73% против 9–20% в зависимости от изучаемой 

популяции) [3]. Есть данные о влиянии на патогенез эпиге-

нетических факторов (метилирования ДНК, модификации 

гистонов и регуляции микроРНК) [7]. 

Оксид азота (NO) является одним из сильнейших вазоди-

лататоров. Его активный синтез происходит на ранних стадиях 

раневого ответа, а также при воспалении. Функция NO заклю-

чается в локальной вазодилатации при повреждении и воспа-

лении, что способствует привлечению в том числе участвую-

щих в иммунном ответе клеток и инициации воспаления. NO 

не имеет рецепторов, напрямую 

взаимодействуя с растворимой гуа-

нилатциклазой гладкомышечной 

клетки сосуда, приводя к активации 

сигнального пути вазодилатации. 

Семейство NO-синтаз включает 3 

белка: нейрональная, индуцибель-

ная и эндотелиальная NO-синтазы, 

соответственно кодируемые генами 

NOS1, NOS2 и NOS3.

При псориазе выявлено увели-

чение содержания NO в патологи-

чески измененных тканях [8, 9]. Это 

влияет на постоянное поддержание 

воспалительного процесса в пора-

женной коже; NO является также 

мощным регулятором роста и дифференцировки кератино-

цитов, которые вовлечены в патогенез псориаза. 

Целью нашей работы был анализ 2 однонуклеотидных 

замен (SNV) в генах NOS2 (rs2779249, c.-1290G>T, 5’-область) 

и NOS3 (rs2070744, c.-813C>T, интрон 1) методом полимераз-

ной цепной реакции (ПЦР) в реальном времени с аллельспе-

цифичными зондами. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Пациенты. Образцы крови больных псориазом были по-

лучены в Городской клинической больнице №14 им. В.Г. Ко-

роленко. Пациенты с диагнозом псориаза (n=88; основная 

группа), проживающие в Москве или ближайшем Подмоско-

вье, были отобраны в соответствии с Международной клас-

сификацией болезней (L-40). В качестве контроля в работе 

использовались образцы ДНК, выделенной из цельной крови 

необследованных жителей Москвы и Московского региона 

(n=365; популяционный контроль). Взятие крови производи-

ли на московской станции переливания крови. Все пациенты, 

участвующие в исследовании, были ознакомлены с целями 

работы и подписали информированное согласие. Исследо-

вание проводили в соответствии с этическими стандартами, 

закрепленными в Хельсинкской декларации (1964). Образцы 

крови были собраны квалифицированным флебологом. 

Молекулярно-генетический анализ. ДНК из цельной 

крови выделяли с помощью набора MagnaTM DNA Prep 200 

(«Изоген», Россия). Выделение ДНК проводили в соответ-

ствии с прописью, представленной изготовителем, с исполь-

зованием специальных магнитных штативов. Для выделения 

брали 200 мкл цельной крови.

Флюоресцентные зонды (TaqMan пробы) и праймеры для 

анализа аллельного состояния исследуемых замен были синте-

зированы в ООО «ДНК-Синтез» (Москва). При производстве 

меченых праймеров для TaqMan проб использовались флюо-

ресцирующие красители VIC и FAM и гаситель BHQ1. Нукле-

отидные последовательности праймеров описаны в табл. 1. 

Для постановки ПЦР в реальном времени использова-

лась реакционная смесь qPCRmix-HS («Евроген», Россия). В 

состав смеси входят все необходимые компоненты для про-

ведения реакции: высокопроцессивная Taq ДНК полимераза, 

смесь нуклеотидтрифосфатов, Mg+2, ПЦР буфер. Генотипи-

рование проводили в 2-кратной повторности с постановкой 

отрицательных контрольных образцов. Каждая реакционная 

смесь содержала по 20 пмоль каждого из 2 (прямой и об-

ратный) праймеров и по 20 пмоль флюоресцентных зондов. 

ПЦР в реальном времени проводили с использованием при-

бора CFX-96 (фирма Bio-Rad, CША) согласно инструкции 

производителя.

Таблица 1

ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ ИСПОЛЬЗОВАННЫХ В РАБОТЕ ПАР ПРАЙМЕРОВ 
И ЗОНДОВ (Т

отж
 – ТЕМПЕРАТУРА ОТЖИГА ПРАЙМЕРОВ И ЗОНДОВ)

Последовательность праймеров и зондов Т
отж

, °C Ген (SNV)
Размер 

продукта (п.н.)

F: ACCAGGGCATCAAGCTCTTC

R: GCAGGTCAGCAGAGAGACTAG

C: VIC-AGGGTCAGCCGGCCAG-BHQ1

T: FAM-AGGGTCAGCCAGCCAG-BHQ1

55
NOS3 

(rs2070744)
67

F: GCCTCTCAAAGTGCTAGGATTACAA

R: GGGAATACTGTATTTCAGGCATTATAAGGA

T: VIC-TAGCCACAATGCCCG-BHQ1

G: FAM-TAGCCACCATGCCCG-BHQ1

56
NOS2 

(rs2779249)
88
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Л И Т Е Р А Т У Р А / R E F E R E N C E S

Статистическую обработку данных проводили с приме-

нением критерия Пирсона (χ2). Поиск комплексных геноти-

пов, ассоциированных с заболеванием, выполнен с исполь-

зованием программы анализа полигенных данных APSampler 

v.3.6.0.1 (https://sourceforge.net/projects/apsampler/).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В ходе молекулярно-генетического анализа были полу-

чены значения частот генотипов исследуемых замен. Выяв-

ленные частоты аллелей и генотипов представлены в табл. 2.

Для исследованных SNV не выявлено ассоциаций с за-

болеванием: NOS3 (rs2070744) – χ2=0,487; p=0,485 и NOS2 

(rs2779249) – χ2=0,859; p=0,354. При этом нами установле-

но значительно отклонение частот генотипов замены в гене 

NOS3 от равновесия Харди–Вайнберга: в основной группе – 

χ2=46,32 (p=0), в контрольной – χ2=225,86 (p=0).

В ходе поиска комплексных генотипов также не обна-

ружено ассоциированных с псориазом сочетаний аллелей/

генотипов. 

Таблица 2

ЧАСТОТА АЛЛЕЛЕЙ И ГЕНОТИПОВ ИССЛЕДУЕМЫХ ГЕНОВ

NOS2
Основная 

группа Контроль NOS3
Основная 

группа Контроль

Аллель T 0,330 0,294 Аллель T 0,420 0,450

Аллель G 0,670 0,706 Аллель C 0,580 0,550

Генотип TT 0,091 0,080 Генотип TT 0,000 0,003

Генотип TG 0,477 0,427 Генотип TC 0,841 0,894

Генотип GG 0,432 0,493 Генотип CC 0,159 0,103

Гиперпродукция NO в пора-

женной коже отмечалась неодно-

кратно [10, 11], также установлена 

роль NO в пролиферации керати-

ноцитов [12]. Экспрессия индуци-

бельной синтазы NO (NOS2) увели-

чена в пораженной псориазом коже 

[13, 14].

Была выявлена значимая ас-

социация с псориазом аллеля C в 

гене NOS3 (rs2070744), влияющая 

на концентрацию NO в плазме [1]. 

Другими авторами отмечена ассо-

циация другого полиморфного ва-

рианта гена NOS3 с псориазом [15]. Для гена NOS2 (замена 

rs4795067) показана ассоциация с псориазом в полногеном-

ном ассоциативном исследовании [16]. 

Аллель T замены rs2779249 в гене NOS2 приводит к 

5-кратному увеличению транскрипционной активности 

NOS2 по сравнению с аллелем G [17]. Известно, что аллель С 

замены rs2070744 в гене NOS3 снижает промоторную актив-

ность гена NOS3 [18]. Таким образом, к увеличению экспрес-

сии NO-синтаз должно приводить сочетание аллелей T и С 

соответственно генов NOS2 и NOS3. 

Между тем нами не выявлено значимых ассоциаций ис-

следуемых замен с псориазом. Возможно, их влияние будет 

заметнее в комплексе с другими заменами данных генов или 

на выборке большего размера. Также нельзя исключать того, 

что при псориазе происходят нарушения сигнальных путей 

в пораженных тканях, что сопровождается гиперактивацией 

регуляции экспрессии NO-синтаз, не зависящей от наличия 

исследованных полиморфных вариантов генов.




