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Аннотация
Обоснование. Псориаз (кожные поражения и псориатический артрит – ПА) представляет собой хроническое воспалительное аутоиммунное 
заболевание, которое может быть инициировано чрезмерной активацией эндосомальных толл-подобных рецепторов (TLR), особенно TLR9. 
Показано, что повышенный уровень TLR9 наблюдается как при ПА, так и при псориазе. Изучение закономерности экспрессии гена TLR9 мо-
жет помочь в выборе терапии пациентов с ПА и псориазом.
Цель. Изучение закономерности экспрессии гена TLR9 в мононуклеарных клетках крови больных ПА и псориазом без поражения суставов 
для возможного использования при переходе к таргетной терапии.
Материалы и методы. Выделение мононуклеарных клеток проводили из периферической крови 31 пациента с вульгарным псориазом без 
поражения суставов, 45 пациентов с ПА и 20 здоровых людей из контрольной группы. Экспрессию гена TLR9 анализировали методом поли-
меразной цепной реакции в реальном времени.
Результаты. В результате сравнения уровней экспрессии у больных ПА и здоровых волонтеров выявлено, что уровень экспрессии TLR9 у 
больных ПА в 591 раз превышает таковой у здоровых волонтеров. Уровень экспрессии TLR9 у больных псориазом без поражения суставов 
также значительно (в 423 раза) превышал таковой у здоровых людей. 
Заключение. Больные псориазом с тяжелой степенью поражения кожи по уровню экспрессии гена TLR9 в мононуклеарных клетках прибли-
жены к состоянию пациентов с ПА. Высокий уровень экспрессии гена TLR9 может стать маркером возможного поражения суставов у пациен-
тов с псориатической болезнью и сигналом для пересмотра терапевтического подхода к конкретному пациенту.
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Abstract
Background. Psoriasis (skin lesions and psoriatic arthritis – PA) is a chronic inflammatory autoimmune disease that can be triggered by excessive 
activation of endosomal toll-like receptors (TLRs), mainly TLR9. Elevated TLR9 levels are observed in both PA and psoriasis. Therefore, studying the 
expression pattern of the TLR9 gene may help select therapies for patients with PA and psoriasis.
Aim. To study the expression pattern of the TLR9 gene in blood mononuclear cells of PA and psoriasis patients without joint involvement for possible 
use in the transition to targeted therapy.
Materials and methods. Mononuclear cells were isolated from the peripheral blood of 31 patients with psoriasis vulgaris without joint involvement, 
45 patients with PA, and 20 healthy volunteers. TLR9 gene expression was analyzed by real-time polymerase chain reaction.
Results. A comparison of expression levels in PA patients and healthy volunteers showed that the expression level of TLR9 in PA patients was 591 
times higher than that in healthy volunteers. The expression level of TLR9 in psoriasis patients without joint involvement was also significantly (423-
fold) higher than that in healthy subjects. 
Conclusion. TLR9 gene expression in mononuclear cells of psoriasis patients with severe skin lesions is similar to that in PA patients. High levels of 
TLR9 gene expression may be a marker of possible joint involvement in patients with psoriasis and indicate the need to reconsider the therapeutic 
approach to a particular patient.
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Введение 
Сегодня псориаз и псориатический артрит (ПА) объеди-

нены в единое понятие – псориатическая болезнь, которая 
является хроническим иммуноопосредованным заболева-
нием. Несмотря на то что показана ассоциация большого 
количества генов, точные причины псориаза без пораже-
ния суставов и ПА еще предстоит определить. Как псориаз 
без поражения суставов, так и ПА остаются недостаточ-
но изученными для дифференциальной диагностики на 
ранних стадиях заболевания и недостаточно эффективно 
поддаются терапии в современной клинической практике. 
Отсроченная диагностика ПА связана с необратимым про-
грессированием заболевания, а оптимизированное раннее 
лечение с помощью модифицирующих болезнь терапий 
может замедлить прогрессирование и улучшить физичес-
кую функцию и качество жизни [1, 2].

Псориатическая болезнь представляет собой хроничес-
кое воспалительное аутоиммунное заболевание, которое 
может быть инициировано чрезмерной активацией эндо-
сомальных толл-подобных рецепторов (TLR), особенно 
TLR9 [3]. TLR, участвуя в различных молекулярных путях 
с участием провоспалительных цитокинов, управляют 
псориатическим процессом [4, 5]. Группа внутриклеточ-
ных TLR, называемых эндосомальными TLR, участвует в 
патогенезе и развитии псориаза, воспринимая эндогенную 
ДНК и РНК, высвобождаемые из мертвых клеток.

Цель исследования – изучение закономерности экспрес-
сии гена TLR9 в мононуклеарных клетках крови больных 
ПА и псориазом без поражения суставов для возможной 
диагностики прогрессирования псориатической болезни.

Материалы и методы
Проанализированы образцы периферической крови 

пациентов, проходивших лечение в Клинике им. В.Г. Ко-
роленко ГБУЗ «Московский научно-практический центр 
дерматовенерологии и косметологии» Департамента здра-
воохранения г. Москвы и в Клиническом институте детско-
го здоровья им.  Н.Ф. Филатова (Университетская детская 
клиническая больница) ФГАОУ ВО «Первый Московский 
государственный медицинский университет им. И.М. Се-
ченова» Минздрава России (Сеченовский Университет). Из 
образцов периферической крови выделяли мононуклеар-
ные клетки, из которых, в свою очередь, выделяли РНК, син-
тезировали комплементарную ДНК и проводили полуколи-
чественный анализ методом полимеразной цепной реакции 
в реальном времени (ПЦР-РВ). Исследование одобрено ло-
кальным комитетом по этике при ФГБУН «Центр теорети-
ческих проблем физико-химической фармакологии» РАН и 
соответствует принципам, изложенным в Декларации Хель-

синкского соглашения. Забор крови проводился с информи-
рованного согласия пациентов или их родственников.

Проанализированы образцы, взятые у 96 пациентов, из 
них 31 пациент с вульгарным псориазом без поражения 
суставов, 45 пациентов с ПА и 20 здоровых людей из кон-
трольной группы (табл. 1). 

Для выделения мононуклеарных клеток периферичес-
кой крови выполняли центрифугирование в градиенте 
плотности. Для экстракции клеток применяли метод вы-
деления с помощью фиколла. Для этого 7 мл раствора фи-
колла (плотность 1,077 г/см3, «ДИА-M», Россия) помещали 
в коническую пробирку Эппендорфа объемом 15 мл и за-
тем осторожно покрывали 7 мл цельной крови. После это-
го пробирку центрифугировали 25 мин при 1200 g и 4°C. 
Промежуточную фазу, содержащую клеточный слой, со-
бирали из пробирки и помещали в новую пробирку объе-
мом 15 мл для дальнейшей процедуры промывки. К осадку 
клеток добавляли 15 мл буфера DPBS (10X без Ca и Mg, с 
0,5% Tween 20, pH 7,4), а затем центрифугировали в течение 
15 мин при 400 g и 20°C. Супернатант осторожно удаляли, 
и промывку повторяли 1 раз с разницей только в объеме 
буфера DPBS (10 мл). После последнего центрифугирова-
ния и добавления 500 мкл культуральной среды (RPMI) 
проводили подсчет клеток и оценку жизнеспособности.
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Таблица 1. Характеристика пациентов и здоровых волонтеров

Пациенты, n (%) Возраст, лет PASI

Пациенты с ПА

Мужчины/женщины (n=45) 17,08±1,5 24±8,4

Мужчины, 25 (55,6) 16,8±1,41 22,4±8,4

Женщины, 20 (44,4) 17,45±1,53 26,05±7,8

Пациенты с вульгарным псориазом (c тяжелым поражением)

Мужчины/женщины (n=14) 16,85±1,35 15±2,54

Mужчины, 7 (50) 16,7±1,3 14,7±2,8

Женщины, 7 (50) 17±1,4 15,3±2,1

Пациенты с вульгарным псориазом (cо средне-легким поражением)

Мужчины/женщины (n=17) 16,76±1,25 7,76±1,75

Mужчины, 9 (53) 16,7±1,16 7,7±1,88

Женщины, 8 (47) 16,87±1,27 7,9±1,45

Здоровые волонтеры 

Мужчины/женщины (n=20) 19,05±0,94 Н/д

Mужчины, 11 (55) 19,09±0,94 Н/д

Женщины, 9 (45) 19±1 Н/д

Примечание. Psoriasis Area Severity Index (PASI) – индекс распростра-
ненности и тяжести псориаза, н/д – нет данных. 
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Для выделения РНК использовали спин-колонки Qiagen 
и стандартный набор RNeasy Mini Kit® (Qiagen, Германия). 
Для удаления следов ДНК использовали дополнительную 
обработку образцов ДНКазой (Qiagen, Германия). Концен-
трацию РНК измеряли с помощью NanoDrop 1000 (Thermo 
Scientific, США).

Обратную транскрипцию проводили в объеме 200 мкл; 
смесь включала буфер, dNTP, 100 единиц обратной транс-
криптазы (M_MLV, Promega, США), 20 единиц ингибито-
ра РНКаз (RNasin, Promega), 500 нг олигопраймеров (dT;  
DNA-Synthesis®, Россия) и образец РНК (не более 100 нг/мкл). 
Смесь инкубировали при 37°С в течение 1 ч.

ПЦР-РВ выполняли в 96-луночных оптических планше-
тах с использованием флуоресцентных красителей SYBR 
Green (Eurogen®, Россия) и праймеров на ген TLR9 (DNA-
Synthesis®, Россия).

Для амплификации использовали прибор Bio-Rad 
(CFX96™) и следующую программу: 

1) денатурация при 95°C в течение 4 мин;
2) денатурация при 94°C в течение 15 с;
3) отжиг и удлинение при 60°C в течение 30 с;
4)  этапы 2, 3 повторяли 40 раз. В качестве референсного 

гена использовали GAPDH.
Результаты ПЦР-РВ анализировали с использованием 

метода 2-ΔΔCT [6].

Результаты
В своей работе мы использовали 3 группы сравнения – 

больные ПА, больные псориазом без поражения суставов и 
здоровые волонтеры. Группу больных псориазом без пора-
жения суставов мы разделили по тяжести заболевания на 
2 подгруппы – с легким и тяжелым течением.

Поскольку ранее неоднократно показано, что патогенез 
ПА и вульгарного псориаза управляется врожденными и 
адаптивными иммунными воспалительными ответами 
иммунных клеток и ключевыми цитокинами, решено изу-
чить экспрессию ключевых генов на системном иммунном 
уровне. В качестве исходного образца для всех групп ис-
пользовали периферическую кровь, из которой выделяли 
мононуклеарные клетки.

Проведен анализ экспрессии гена TLR9 в мононуклеар-
ных клетках, выделенных из крови больных псориазом без 
поражения суставов, ПА и здоровых добровольцев.

Сравнивая уровни экспрессии генов у больных ПА и 
здоровых волонтеров, выявили, что уровень экспрессии 
TLR9 у больных ПА в 591 раз превышает таковой у здоро-
вых волонтеров (рис. 1).

Уровень экспрессии TLR9 у больных псориазом без пора-
жения суставов также значительно превышал (в 462 раза) 
таковой у здоровых волонтеров (рис. 2).

Достоверных различий между группами больных псо-
риазом без поражения суставов и ПА выявить не удалось. 
Разделив группу больных псориазом без поражения суста-
вов по тяжести заболевания, также не удалось выявить до-
стоверных различий в уровне экспрессии гена TLR9 между 
анализируемыми группами (рис. 3).

Обсуждение
В последние годы достигнут значительный прогресс в по-

нимании молекулярных механизмов, лежащих в основе пато-
генеза псориатической болезни, и роли эндосомальных TLR 
в этом процессе. Как правило, в фазе инициации внешние 
триггеры индуцируют высвобождение противомикробного 
пептида LL37, собственной ДНК и собственной РНК из уми-
рающих клеток для активации эндосомальных TLR [7]. Эти 
TLR обычно могут отличать нуклеиновые кислоты патоген-
ного происхождения от нуклеиновых кислот собственного 
происхождения. Нуклеиновые кислоты патогенного проис-
хождения могут транспортироваться в эндосомы в процессе 
аутофагии, где они активируют эндосомальные TLR. Однако 
локализация эндосомальных TLR во внутриклеточных ком-
партментах предотвращает их активацию собственными 
нуклеиновыми кислотами в физиологических условиях, по-
скольку собственные нуклеиновые кислоты из мертвых кле-
ток в поврежденных тканях не могут пассивно проникать в 
другие клетки и эндосомы [8]. Тем не менее при некоторых 
патологических состояниях толерантности к собствен-
ным нуклеиновым кислотам можно избежать. Например, 
антимик робный пептид LL37, попадая в место воспаления, 
образует комплексы с собственными нуклеиновыми кисло-
тами, что облегчает их проникновение в иммунные клетки и 
последующую активацию эндосомальных TLR. Это приводит 
к тому, что собственные нуклеиновые кислоты превращают-
ся в мощные иммунные стимулы [9].
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Рис. 1. Уровень экспрессии гена TLR9 в мононуклеарных 
клетках больных ПА и здоровых волонтеров. Достоверность 
различий оценивалась непараметрическим методом Манна–Уитни 
(р<0,05). 
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Рис. 3. Уровень экспрессии гена TLR9 в мононуклеарных 
клетках больных ПА и псориазом с разной степенью  
тяжести без поражения суставов. 
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Рис. 2. Уровень экспрессии гена TLR9 в мононуклеарных 
клетках больных псориазом без поражения суставов и 
здоровых волонтеров. Достоверность различий оценивалась 
непараметрическим методом Манна–Уитни (р<0,05).
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Эндосомальные TLR по-разному экспрессируются в раз-
ных иммунных клетках. Плазмацитоидные дендритные клет-
ки экспрессируют в основном TLR7 и -9, а миелоидные ден-
дритные клетки – TLR7 и -8 [2]. Таким образом, комплексы  
LL37/РНК и LL37/ДНК могут запускать продукцию различ-
ных провоспалительных цитокинов, в том числе ФНО-α [10], 
ИЛ-6 [11–14], ИЛ-17 [15, 16], S100A8/9 [17, 18], STAT3 [19], 
PPARγ [20–22], COMT [23], а также интерферонов 1-го типа 
в иммунных клетках путем активации эндосомального TLR9. 
При этом продуцируемые цитокины активируют Т-клетки в 
клетки Th1, -22 и -17, тем самым дополнительно активируя ци-
токины, приводя к хроническому кожному воспалению [24].

Заключение
В своей работе мы впервые попытались дифференциро-

вать вульгарный псориаз без поражения суставов и ПА по 
показателю уровня экспрессии TLR9 в иммунных клетках 
крови. 

Нам удалось получить достоверные различия в уровнях 
экспрессии TLR9 между пациентами с псориазом без пора-
жения суставов, ПА и группой здоровых волонтеров. При 
этом уровень экспрессии TLR9 в иммунных клетках крови 
пациентов с ПА превышал таковой у пациентов с тяжелой 
и легкой степенью псориаза без поражения суставов, но 
статистически достоверных отличий не было.

Полученные нами результаты позволяют сделать вывод, 
что пациенты с псориазом без поражения суставов и ПА 
отличаются очень высоким уровнем экспрессии гена TLR9 
в иммунных клетках крови. Высокий уровень экспрессии 
гена TLR9 может стать маркером перехода к таргетной те-
рапии пациентов с псориатической болезнью. 
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