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Актуальность. Актуальной задачей для современных исследователей является поиск и анализ механизмов разви-
тия иммунозависимых заболеваний на молекулярном уровне. Это способствует обнаружению и разработке новых 
терапевтических мишеней, а также методов воздействия на них. Одним из таких заболеваний, которое представ-
ляет особый интерес в данном аспекте, является псориаз. Псориаз представляет собой хроническое воспалитель-
ное заболевание кожи, важную роль в патогенезе которого отводят Т-клеткам. Для псориаза характерны воспа-
лительные инфильтраты в коже. В ряде исследований было показано, что в дермальных структурах пациентов, 
больных псориазом, обнаруживается повышение содержания некоторых клонов Т-клеток, несущих определенные 
Т-клеточные рецепторы. Однако большинство исследований репертуаров Т-клеточных рецепторов при псориазе 
выполнялось на малых выборках пациентов, также мало внимания уделялось взаимосвязям данных репертуаров с 
клиническими характеристиками заболевания. 
Цели: на основании изучения результатов анализа массивного секвенирования нового поколения репертуара Т-кле-
точных рецепторов выявить специфические комбинации последовательностей, кодирующие Т-клеточные рецеп-
торы, ассоциированные с псориазом в качестве потенциальной терапевтической мишени. 
Методы. В исследовании использован метод секвенирования нового поколения (NGS). В нашем исследовании мы на 
достаточной выборке (n = 20) исследовали репертуар Т-клеточных рецепторов у больных псориазом в пораженной 
и непораженной коже, а также проводили сравнение репертуара Т-клеточных рецепторов при псориазе с таковым 
в коже здоровых людей. 
Результаты. Было показано, что у больных псориазом в пораженной коже содержится больше уникальных последо-
вательностей Т-клеточных рецепторов по сравнению с непораженной кожей, а также по сравнению с кожей здо-
ровых людей. Был обнаружен ряд последовательностей Т-клеточных рецепторов, присущих больным псориазом, а 
также показан ряд корреляций между количеством данных последовательностей в пораженной коже и индексом 
распространенности и тяжести псориаза (PASI). 
Заключение: Данные результаты способствуют лучшему пониманию патогенеза псориаза и открывают возмож-
ности для изучения потенциальных терапевтических мишеней при данном заболевании. 
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Background. An urgent task for modern researchers is to identify and analyze the mechanisms of immune-dependent 
diseases at the molecular level. This contributes to the discovery and development of new therapeutic targets, as well as 
methods of influencing them. A disease of particular interest in this aspect is psoriasis. Psoriasis is a chronic inflammatory 
skin disease, in the pathogenesis of which an important role is attributed to T cells. Psoriasis is characterized by inflammatory 
infiltrates in the skin. A number of studies have found an increased content of some clones of T cells carrying certain T-cell 
receptors in dermal structures of patients with psoriasis. However, most studies of T-cell receptor repertoires in psoriasis have 
been performed on small patient samples, and little attention has been paid to the relationship of these repertoires with 
clinical characteristics of the disease.
Aims: To identify specific sequence combinations encoding the T-cell receptors associated with psoriasis as a potential 
therapeutic target based on the results of a new generation of massive sequencing analysis of the T-cell receptor 
repertoire.
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Methods. The study used a next-generation sequencing (NGS) method. In our study, we examined the repertoire of T-cell 
receptors in psoriasis patients in affected and unaffected skin in a sufficient sample (n = 20) and compared the repertoire of T-cell 
receptors in psoriasis with that in the skin of healthy subjects.
Results. It was shown that psoriasis patients had more unique T-cell receptor sequences in the affected skin compared to 
unaffected skin, as well as compared to the skin of healthy subjects. A number of T-cell receptor sequences unique to psoriasis 
patients were found, and a number of moderate strength correlations between the number of these sequences in the affected 
skin and the Psoriasis Area and Severity Index (PASI) were shown.
Conclusion: These results contribute to a better understanding of the pathogenesis of psoriasis and open opportunities for 
studying potential therapeutic targets in psoriasis.
Keywords: high-throughput sequencing; psoriasis; T-cell receptor repertoire.
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Введение

Псориаз – аутовоспалительное кожное заболева-
ние многофакторной природы, в патогенезе которо-
го весомую долю занимают генетические, метаболи-
ческие, иммунологические и другие факторы. Данный 
дерматоз характеризуется повышенной пролифераци-
ей клеток кожи, нарушением ороговения, воспалени-
ем в коже, а также развитием патологических процес-
сов в различных органах и системах (коморбидности). 
В популяции псориаз встречается с частотой 2-3%, его 
распространенность выше у жителей Крайнего Севера 
[1]. Во всем мире растет с каждым годом число тяже-
лых форм заболевания, в том числе и тех, которые могут 
приводить к инвалидности человека (псориатический 
артрит, псориатическая эритродермия, пустулезный 
псориаз) [1]. В патогенезе псориаза большое значение 
уделяют Т-лимфоцитам. Приобретенный иммунный от-
вет осуществляется за счет данных клеток, которые рас-
познают и уничтожают объекты, несущие чужеродные 
антигены. Т-лимфоциты имеют на поверхности специ-
альные рецепторы для распознавания этих антигенов. 

Т-клеточный рецептор является ключевой харак-
теристикой Т-лимфоцита и представляет из себя бел-
ковую субстанцию из двух связанных между собой це-
пей. Для одного вида Т-клеток, так называемых Th2, 
характерны α и β цепи Т-клеточных рецепторов, а для 
другого вида Т-клеток, Th1, – γ и δ. Каждая цепь (α, β, 
γ, δ) состоит из расположенных снаружи вариабельно-
го и константного доменов, трансмембранного домена 
и короткого цитоплазматического участка [2].

Т-лимфоциты несут в себе ряд генов из суперсе-
мейства иммуноглобулинов, которые способны созда-
вать огромное разнообразие (репертуар) Т-клеточных 
рецепторов. В результате так называемой V(D)J-ре-
комбинации ряд генов из суперсемейства иммуногло-
булинов вырезается и изменяется. Каждый ген состоит 
из набора сегментов, расположенных близко друг к дру-
гу. В процессе рекомбинации в ряде сегментов проис-
ходит удаление случайного числа нуклеотидов с концов 
сегментов и вставка произвольной длины между конца-

ми сегментов. Чтобы предотвратить аберрантную экс-
прессию, гены Т-клеточных рецепторов перестраива-
ются в определенной последовательности, так что αβ 
Т-клетка не может коэкспрессировать рецептор γδ. Это 
обеспечивается сплайсингом локуса δ в αβ Т-клетках, 
что позволяет транскрибировать только неспаренную 
γ-цепь в αβ Т-клетках. 

Во время созревания Т-клеток идет рекомбинация 
генов для β и γ:δ цепей одновременно. Если γ и δ цепи 
появляются раньше β цепи, то образованный γ:δ рецеп-
тор даёт сигнал об остановке реорганизации генов β це-
пи и появляется γ:δ T-лимфоцит [2]. Если β цепь поя-
вится раньше комплекса γ:δ, то она образует комплекс 
с α цепью и появляется α:β рецептор, который сигна-
лизирует клетке об остановке рекомбинации генов β, γ 
и δ цепей и запуске пролиферации [2]. 

Т-клеткам стали уделять большое значение в патоге-
незе псориаза после того, как была продемонстрирована 
высокая эффективность циклоспорина для его лечения 
[2]. В ряде исследований показано, что подтипы кле-
ток Th17 и Tc17 являются одними из ключевых участ-
ников в развитии и поддержании воспаления при псо-
риазе, а высокая эффективность современной терапии, 
направленной на ось ИЛ-17/ИЛ-23, подтверждает эти 
данные [2-9]. Однако, в ряде исследований продемон-
стрированы и другие источники запуска выработки ИЛ-
17 как важного медиатора воспаления при псориазе [2].

В ряде исследований было показано, что при псо-
риазе важную роль имеют γδ Т-клетки, которые мо-
гут быть источником ИЛ-17 [10-13]. Среди изученных 
разновидностей γδ Т-клеток особое внимание уделя-
лось находящимся в коже γ9δ2 Т-клеткам [14]. В дру-
гих исследованиях было продемонстрировано повыше-
ние содержания ряда последовательностей Т-клеточно-
го рецептора αβ в коже больных псориазом. Результаты 
данных исследований весьма противоречивы и это, ве-
роятно, связано с тем, что они были проведены на ма-
лых выборках пациентов и с отсутствием сводных дан-
ных по другим исследованиям.
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Забор биоптатов кожи проводили под местной 
анестезией 2% раствора лидокаина. Образцы отбира-
ли из участков кожи с наибольшей яркостью высы-
паний, остротой процесса и шелушением. Из непо-
раженной кожи – на расстоянии 3-4 см от видимых 
псориатических высыпаний. Измельчение биоптата 
осуществлялось на лабораторном гомогенизаторе Tissue 
Lyser LT (QIAGEN, США) до полной гомогенизации об-
разца. РНК получали с помощью набора RNeasy Mini 
Kit (QIAGEN, США) в соответствии с рекомендация-
ми фирмы-производителя. Библиотеки кДНК на осно-
ве полученной РНК синтезировали методом быстрой 
амплификации 5’-концов кДНК (5’-RACE) с набором 
реактивов Mint-2 cDNA synthesis kit (Евроген) в соот-
ветствии с рекомендациями производителя. Визуали-
зацию продуктов реакции проводили с помощью элек-
трофореза фрагментов ДНК, выделенной из биопта-
тов кожи после каждого раунда ПЦР. Для подготовки 
к секвенированию применялся набор NEBNext DNA 
Library Prep Master Mix Set for Illumina (NEB, США). 
Подготовленная библиотека секвенирована на аппарате 
Illumina HiSeq 2000, длина прочтения составила 100 ну-
клеотидов. 

Индекс распространенности и тяжести псориаза 
(PASI, Psoriasis Area and Severity Index) позволяет ком-
плексно оценить эритему, инфильтрацию, шелушение 
и площадь псориатических высыпаний. Данный индекс 
рассчитывался по методике, приведенной в клиниче-
ских рекомендациях по лечению больных псориазом [18].

Оценку разнообразия репертуара Т-клеточных ре-
цепторов проводили с помощью индекса разнообра-
зия Шеннона, который рассчитывали по следующей 
формуле: 

где H – индекс разнообразия Шеннона; Σ – сумма 
клонов от 1 до S; S – количество клонов, рi =ni/N – до-
ля определенной последовательности, ln – натуральный 
логарифм, ni – численность i-ой последовательности,  
N – общая численность последовательностей.

Для обработки данных секвенирования исполь-
зовали программу MIGEC. Статистическую обработ-
ку данных проводили с использованием программ 
Microsoft Excel 13 и SPSS Statistics 17.0, Mann-Whitney 
U Test Calculator. Проводили расчеты медиан и кварти-
лей (Me [Q25; Q75]), коэффициентов ранговой корре-
ляции Спирмена, значений U-критерия Манна-Уитни. 

Результаты исследования

Общее количество прочтений CDR3 для β-це-
пи составило 9,7×107. Наибольшее количество уни-
кальных последовательностей, кодирующих Т-кле-
точные рецепторы, определяется в очагах поражен-
ной кожи у больных псориазом (ПК) по сравнению c 

Анализ репертуара Т-клеточных рецепторов чаще 
всего проводят с использованием ПЦР-амплификации 
области, определяющей комплементарность Т-клеточ-
ного рецептора – CDR3. CDR3 является наиболее раз-
нообразной областью Т-клеточного рецептора и наибо-
лее важной для распознавания антигена. Данный метод 
используется для характеристики Т-клеточных репер-
туаров при псориазе [15-17].

Однако, на сегодняшний день антиген или иная 
причина образования воспалительного инфильтра-
та в коже при псориазе не установлена, поэтому воз-
можным путем её определения может стать выявление 
специфических комбинаций Т-клеточных рецепторов, 
связанных с заболеванием, при выявлении специфиче-
ского антигена, который вызывает ошибочное реаги-
рование Т-клеток. Разработка лекарственной терапии, 
имеющей цель заблокировать ошибочную реакцию 
Т-клеток, позволит добиться существенных успехов 
в лечении аутоиммунных заболеваний. Поэтому вни-
мание современных исследований уже сейчас должно 
быть направлено на исследование Т-клеточных рецеп-
торов при псориазе.

В будущем исследование репертуара Т-клеточных 
рецепторов даст возможность проводить мониторинг 
протекания ряда болезней и их динамики под действи-
ем проводимого лечения. Более того, изучение реперту-
ара Т-клеточных рецепторов может использоваться для 
множества других кожных заболеваний, например эк-
земы, атопического дерматита и ряда других заболева-
ний, связанных с неправильным распознаванием бел-
ковых субстанций рецепторами Т-клеток. 

Цель исследования: на основании изучения резуль-
татов анализа массивного секвенирования нового поко-
ления установить особенности репертуара Т-клеточных 
рецепторов в пораженной и непораженной коже у па-
циентов с псориазом. 

Материалы и методы исследования

Для изучения репертуара Т-клеточных рецепторов 
у больных псориазом в пораженной и непораженной 
коже было отобрано 20 человек, у которых был диагно-
стирован вульгарный псориаз, а также отобрано 7 чело-
век из группы здоровых добровольцев, у которых псо-
риаз отсутствовал. 

Пациенты, включенные в исследование, проходили 
обследование и лечение в клинике кожных и венериче-
ских болезней имени В.А. Рахманова Института клини-
ческой медицины имени Н.В. Склифосовского ФГАОУ 
ВО Первый МГМУ имени И.М. Сеченова Минздра-
ва России (Сеченовский Университет). Все пациенты 
и здоровые добровольцы подписали добровольное ин-
формированное согласие на участие в данном исследо-
вании. Исследование одобрено локальным комитетом 
по этике ФГАОУ ВО Первый МГМУ имени И.М. Се-
ченова Минздрава России (Сеченовский Университет), 
протокол № 11–14 от 12.11.2014.
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Рис. 1. Количество уникальных последовательностей, кодирующих CDR3 для β-цепи TCR в коже здоровых добровольцев (З), непоражен-
ной (НК) и пораженной (ПК) коже пациентов с псориазом, определяемых по β-цепи.

Таблица 1.
Нуклеотидные и аминокислотные последовательности Т-клеточных рецепторов, которые обнаруживались в коже у больных псориазом  

и отсутствовали у здоровых добровольцев

Количество  
пациентов, чел, (%) Нуклеотидная последовательность Аминокислотная  

последовательность

18 (90%) TGTGCCAGCAGATCCGGGACAGGGAGCAATCAG CASRSGTGSNQ 
18 (90%) TGTGCTAGTGGCCCCGAGACAGGGATCTATGGCTACACCTTC CASGPETGIYGYTF
18 (90%) TGTGCCAGCAGC TTTCAAGGTTATACCCAGTAC CASSFQGYTQY
17 (85%) TGTGCCAGCAGCCTTAGCGGTCAAGTTATTATAGAC CASSLSGQVIID
17 (85%) TGTGCCAGCAGTTCGGGCCTGCTTGATCAGCCCCAGCATTTT CASSSGLLDQPQHF
14 (70%) TGTGCCAGCAGCTCCCTTTACTCTAGACGGAACACTGAAGCTTTC CASSSLYSRRNTEAF
12 (60%) TGTGCCAGCAGTACCCCAACGGGACTATCAGACACAGATACGCAG CASSTPTGLSDTDTQ
11 (55%) TGTGCCAGCAGCGTAGGACAGGGTCTCGACGAGCAG CASSVGQGLDEQ
9 (45%) TGTGCCAGCAGCGTTGTTTACGGATCTATTCGCAGATCG CASSVVYGSIRRS
9 (45%) TGTGCCAGCAGCTACCCAGAAGGACAGGGAGCCTACGAG CASSYPEGQGAYE
9 (45%) TGTGCCAGCAGTTACTCCCCCGGGGGGAACACTGAAGCTTTCTTT CASSYSPGGNTEAFF
9 (45%) TGTGCCAGCTGGGACGCGATTGTTGGTTCAAGATATTT CASWDAIVGSRY

не пораженной псориазом кожей (НК) и кожей здо-
ровых добровольцев (З). На рис. 1 показано сравни-
тельное число уникальных  последовательностей, ко-
дирующих CDR3 для β-цепи TCR в 0,2 см2 образца 
эпитопа кожи. 

Индекс разнообразия Шеннона (H), рассчитан-
ный для репертуара Т-клеточных рецепторов по фраг-
менту CDR3 для β-цепи у больных псориазом оказал-
ся несколько выше, чем у здоровых добровольцев. Его 
значения для больных псориазом и для здоровых до-
бровольцев составили 2,35 [2,175 2,5] и 1,5 [1,4; 1,625] 
соответственно (p < 0,05). 

Также был обнаружен ряд последовательностей, 
кодирующих Т-клеточные рецепторы, которые соот-
ветствовали следующим критериям: 1) обнаружива-

лись у больных псориазом и отсутствовали у здоро-
вых добровольцев, 2) преобладали в пораженной коже 
у больных псориазом. Некоторые последовательно-
сти присутствовали практически у всех обследуемых 
(до 90%: 18 из 20 человек, включенных в исследование). 
Также была определена аминокислотная структура для 
данных последовательностей. Обнаруженные последо-
вательности, которые соответствовали перечисленным 
выше критериям представлены в табл. 1.

Далее были рассчитаны доли содержания данных 
последовательностей в пораженной (ПК) и непоражен-
ной коже (НК) у больных псориазом. Для некоторых по-
следовательностей превышение их содержания в пора-
женной коже (ПК/НК) доходило до нескольких тысяч 
раз. Данные представлены в табл. 2. 
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Таблица 2.
Доли наиболее представленных нуклеотидных последовательностей CDR3-участков для β-цепи TCR, представленность которых  
в пораженной коже была значительно выше, чем в непораженной коже, и которые отсутствовали в коже здоровых добровольцев  

(Me [Q25; Q75])

Доля в образце Отношение  
ПК/НК

Аминокислотная  
последовательностьПораженная кожа (ПК) Непораженная кожа (НК)

0,00782 [0,00212; 0,01378] 6,98E–05 [1,21E–05; 2,32E–04] 112 CASRSGTGSNQ 
0,00757 [0,00652; 0,01371] 1,22E–06 [8,34E–07; 4,21E–05] 6204 CASGPETGIYGYTF
0,00738 [0,00323; 0,0137] 9,89E–07  [1,35E–07; 4,43E–05] 7462 CASSFQGYTQY
0,00522 [0,00147; 0,08324] 7,69E–06 [2,47E–08; 7,11E–04] 678 CASSLSGQVIID
0,005 [0,00376; 0,09478] 3,95Е–07 [1,34E–08; 3,56E–06] 12658 CASSSGLLDQPQHF
0,00486 [0,00156; 0,08341] 1,67E–06 [8,34E–07; 4,21E–05] 2910 CASSSLYSRRNTEAF
0,0046 [0,00223; 0,009348] 8,38E–07 [8,34E–07; 4,21E–05] 5489 CASSTPTGLSDTDTQ
0,00283 [0,00067; 0,01328] 4,45E–06 [2,54E–07; 8,54E–04] 635 CASSVGQGLDEQ
0,00211 [0,002; 0,0137] 3,84E–06 [8,34E–07; 4,21E–05] 549 CASSVVYGSIRRS
0,00198 [0,00094; 0,0137] 8,55E–07 [7,33E–07; 5,87E–06] 2310 CASSYPEGQGAYE
0,00123 [0,00032; 0,01084] 6,67Е–07 [1,31E–07; 8,13E–05] 1844 CASSYSPGGNTEAFF
0,00110 [0,00047; 0,00561] 3,35Е–07 [8,65E–08; 5,88E–06] 3283 CASWDAIVGSRY

Рис. 2. Результаты поиска взаимосвязей между превышением содержания нуклеотидных последовательностей в пораженной коже 
(ПК/НК) и значением индекса PASI. Представлены значимые (p < 0,05) коэффициенты корреляции Спирмена а) для последовательности 
CASRSGTGSNQ, б) для последовательности CASSSLYSRRNTEAF.

а б

На следующем этапе был осуществлен поиск ас-
социаций между превышением содержания данных 
нуклеотидных последовательностей, кодирующих 
Т-клеточные рецепторы, и клиническими параметра-
ми заболевания, рассчитанными по значению индекса 
распространенности и тяжести псориаза (PASI). Данные 
представлены на рис. 2. В результате были обнаружены 
корреляции для некоторых последовательностей с ин-
дексом PASI: чем выше было превышение доли содер-
жания нуклеотидной последовательности в поражен-
ной коже по сравнению с непораженной, тем выше бы-
ло значение индекса PASI.

Обсуждение

В данном исследовании было показано, что коли-
чество уникальных последовательностей, кодирующих 
Т-клеточные рецепторы, в поражённой коже больных 
псориазом, превышает таковое в непоражённой ко-
же у данных больных, а также превышает количество 
данных последовательностей у здоровых доброволь-
цев с отсутствием псориаза. Это наблюдение позволи-
ло высказать предположение о том, что в поражённую 
кожу мигрируют определённые клоны Т-клеток, несу-
щие на своей поверхности определённые Т-клеточные 
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рецепторы, которые могут отвечать за распознавание 
в коже одного или нескольких антигенов, ассоцииро-
ванных с псориазом.

Кроме того, повышенное значение индекса разно-
образия Шеннона (H), рассчитанного для репертуара 
Т-клеточных рецепторов у больных псориазом по срав-
нению со здоровыми добровольцами, свидетельству-
ет о том, что в коже больных псориазом имеются в не-
большом количестве клонотипы Т-клеток, сильно вы-
дающиеся по количеству среди всех других клонотипов 
Т-клеток, а также о том, что в коже при данном забо-
левании присутствует большое количество клонотипов 
Т-клеток, представленных в незначительном количе-
стве. Таким образом, распределение клонотипов Т-кле-
ток при псориазе неравномерное. Данный факт допол-
нительно свидетельствует о том, что в пораженную ко-
жу мигрируют определенные клоны Т-клеток.

Определить последовательность, кодирующую 
Т-клеточный рецептор, общую для всех 20 больных 
псориазом нам не удалось. Однако был обнаружен ряд 
последовательностей, общих для большинства паци-
ентов из выборки. Так, некоторые последовательно-
сти обнаруживались у 90% больных (18 человек из 20). 
Данное наблюдение может говорить о том, что в ко-
же отсутствует единый, общий для псориаза антиген. 
Возможно, что их присутствует несколько или о том, 
что данные антигены могут варьировать от пациента 
к пациенту. 

Сравнительное изучение количества последователь-
ностей, кодирующих Т-клеточные рецепторы в пора-
жённой и непоражённой коже, показало наличие ряда 
последовательностей, присутствовавших только у боль-
ных псориазом, при этом представленность данных по-
следовательностей в поражённой коже было значитель-
но выше. Данное наблюдение может говорить о том, 
что обнаруженные последовательности имеют патоге-
нетическую связь с развитием и поддержанием воспа-
ления при псориазе. 

Для ряда последовательностей было показано суще-
ствование корреляций между превышением содержа-
ния данных последовательностей в пораженной коже 
по сравнению с непораженной и индексом распростра-
ненности и тяжести псориаза (PASI). Данное наблю-
дение дополнительно подтверждает патогенетическую 
связь обнаруженных последовательностей с развитием 
и поддержанием воспаления при псориазе. 

Заключение

Таким образом, были выявлены отдельные после-
довательности Т-клеточных рецепторов, представлен-
ность которых в поражённой коже значимо выше, чем 
в непоражённой коже, при положительной корреляции 
с показателями индекса PASI: чем больше превышение 
представленности данных последовательностей в пора-
жённой коже по сравнению с непораженной, тем вы-
ше тяжесть кожных проявлений заболевания, оценива-

емая по индексу PASI, что свидетельствует об ассоциа-
ции данных последовательностей с псориазом.

Кроме того, репертуар Т-клеточных рецепторов 
больных вульгарным псориазом характеризуется боль-
шим разнообразием по сравнению с таковым у здоровых 
добровольцев, что свидетельствует о тенденции к фор-
мированию поликлонального воспалительного инфиль-
трата при псориазе. 
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