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РЕФЕРАТ Генитальный склероатрофический лихен (GLS) – это хронический воспалительный дерматоз, 
поражающий кожу гениталий. Несмотря на различные клинические проявления, патогенез GLS у муж-
чин и у женщин считается общим и обусловлен сочетанием аутоиммунных и генетических факторов. 
C целью выявления общих нарушений регуляции экспрессии генов сравнили транскриптомные про-
фили пенильного (mGLS) и вульварного склероатрофического лихена (VLS). Выявили значительную 
гетерогенность транскриптомных сигнатур в образцах mGLS, что обусловлено различиями в составе 
иммунных инфильтратов. Сигнатуры экспрессии генов в mGLS указывают на дисфункцию эпидерми-
са и повышенную экспрессию генов кератина 6 (KRT6), маркера эпителиального воспаления, а также 
хитиназы (CHIT1). Не обнаружено значимых изменений в уровнях экспрессии таких известных мар-
керов GLS, как VIM, CTNNB1, LGALS7 и ECM1, однако наблюдались изменения в уровнях экспрессии 
генов, связанных с аутоиммунными заболеваниями, и в генах, активируемых при плоскоклеточном 
раке легкого, включая гены TNF, CCNB1 и RUNX3. Не обнаружено обогащения инсерциями поли-U/
UC, о которых сообщалось ранее. Идентифицирована длинная некодирующая РНК DRAIC с высоким 
кодирующим потенциалом, экспрессия которой значительно повышена и в mGLS, и в VLS. В совокуп-
ности нами получен полный каталог общих транскриптомных сигнатур mGLS и VLS, включая новые 
биомаркеры и потенциальные терапевтические мишени. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА генитальный склероатрофический лихен, GLS, воспаление, врожденный иммунитет, 
транскриптомика, длинная некодирующая РНК. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ДЭГ – дифференциально экспрессируемые гены; ОТ-ПЦР – количественная ПЦР 
с обратной транскрипцией; GLS – генитальный склероатрофический лихен (genital lichen sclerosus); 
mGLS – мужской склероатрофический лихен (male genital lichen sclerosus); VLS – женский склеро
атрофический лихен (vulvar lichen sclerosus); PCA – анализ главных компонент (principal component 
analysis); TPM – число транскриптов на миллион (transcripts per million). 
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ВВЕДЕНИЕ
Генитальный склероатрофический лихен (genital li-
chen sclerosus, GLS) – хроническое воспалительное 
заболевание, поражающее кожу половых органов 
и у мужчин, и у женщин [1]. Основным признаком 
GLS является образование белых атрофических пя-
тен в пораженной области, часто сопровождающееся 

зудом, болезненностью и затрудненным мочеиспуска-
нием. GLS характеризуется хроническим, рецидиви-
рующим течением, частыми тяжелыми осложнения-
ми, такими как рубцовый фимоз, парафимоз и стеноз 
уретры у мужчин [2]; обструкция мочевыводящих 
путей, стеноз устья вульвы и дегенерация тканей 
половых органов у женщин [3]. Кроме того, у пред-
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ставителей обоих полов GLS ассоциирован с повы-
шенным риском развития плоскоклеточного рака [4]. 

Несмотря на различия клинической картины, 
считается, что возникновение GLS и у мужчин, 
и у женщин может быть связано с сочетанием ау-
тоиммунных и генетических факторов, а также 
с повреждением кожи или хроническим контактом  
с мочой [5]. Обнаружено несколько молекул, связан-
ных с иммунопатологией GLS. Среди них продукт 
гена ECM1 – секретируемый гликопротеин массой 
85 кДа, экспрессируемый в виде нескольких сплайс-
изоформ, уровень аутоантител к которому часто по-
вышен у пациентов с GLS [6, 7], микроРНК miR-155, 
которая способствует склерозированию тканей, га-
лектин-7 – проапоптотический белок кератиноци-
тов, способствующий пролиферации фибробластов, 
а также некоторые другие [8, 9]. Генотипы HLA II 
класса, особенно HLA-DQ7, часто ассоциированы 
с GLS у представителей обоих полов, причем бо-
лее половины женщин с GLS являются носителями 
этого гаплотипа [10, 11]. Исследования ассоцииро-
ванных патологий показали, что у пациентов с GLS 
часто имеется как минимум еще одно аутоиммунное 
заболевание [12, 13]. Тем не менее молекулярные 
причины GLS остаются в значительной степени не-
изученными, не существует также универсального 
биомаркера для его точной диагностики. 

В ряде исследований для раскрытия механиз-
ма патогенеза GLS применяли подход, основанный 
на изучении транскриптома с помощью высокопро-
изводительного секвенирования РНК (РНК-сек) 
как объемного (bulk), так и секвенирования РНК 
из отдельных клеток, нередко в сочетании с муль-
тиомиксными методами, а  также с  помощью 
ДНК-микрочипов (табл. 1). Полученные резуль-
таты привели к появлению ряда интересных ги-
потез, например, о корреляции GLS с аномальным 
антивирусным ответом, вызванным поли-U/UC-
последовательностями вируса гепатита С, при жен-
ском склероатрофическом лихене (vulvar lichen 
sclerosus, VLS) [14], о взаимодействии патоген-хозя-

ин при дисбиозе тканевой микробиоты в мужском 
склероатрофическом лихене (male genital lichen 
sclerosus, mGLS) [15], а также о роли взаимодей-
ствия фибробластов и Т-клеток в опосредованном 
фибробластами патогенезе mGLS [16]. Несмотря 
на потенциально общую этиологию GLS у муж-
чин и у женщин [17], общие молекулярные меха-
низмы этого заболевания не установлены. Кроме 
того, до настоящего времени не опубликованы дан-
ные сравнительных исследований mGLS и VLS. 
В данной работе методом РНК-сек мы провели 
высокопроизводительное транскриптомное профи-
лирование биопсийного материала кожи гениталий 
пациентов с mGLS и здоровых доноров и сравнили 
транскриптомные сигнатуры mGLS и VLS с целью 
выявления общих нарушений генной экспрессии. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Биопсии и сбор биоматериала
Проведение клинического исследования было одо-
брено Экспертным советом Сколковского инсти-
тута науки и технологии и Этическим комитетом 
Московской городской клинической больницы № 1 
им. Н.И. Пирогова. В исследовании приняли уча-
стие 10 пациентов мужского пола в возрасте от 18 
до 42 лет (медиана 28 лет), находящихся на лече-
нии в дневном стационаре урологического отделе-
ния Московской городской клинической больницы 
№ 1 им. Н.И. Пирогова. Группа mGLS состояла 
из пяти пациентов с клинически подтвержденным 
диагнозом генитального склероатрофического лихе-
на. Контрольная группа состояла из пяти здоровых 
лиц, проходивших плановое хирургическое лече-
ние. Оперирующий уролог маркировал три участка 
склеротически измененной крайней плоти у пациен-
тов из группы mGLS и три непораженных участка 
крайней плоти у пациентов из контрольной груп-
пы. Каждый участок представлял собой квадрат 
размером 0.5 × 0.5 см. После иссечения фрагменты 
крайней плоти измельчали скальпелем, переносили 

Таблица 1. Транскриптомное профилирование mGLS и VLS, включая объемное секвенирование РНК, секвениро-
вание РНК отдельных клеток, а также анализ на ДНК-микрочипах

GLS/Метод Объемное (bulk)  
РНК-секвенирование

РНК-секвенирование отдель-
ных клеток ДНК-микрочипы

mGLS
Взаимодействие патоген-хозяин 

при дисбиозе тканевой микробиоты 
[15]

Патогенез, опосредованный 
фибробластами [16]; характер-

ные подгруппы клеток [18]; 
эпигенетический анализ [19] 

Профилирование экспрессии 
генов [20]; экспрессия генов 
при врожденном фимозе [21]

VLS

Транскриптомное профилирование 
и анализ сетей [22]; воспаление, 
вызванное последовательностью 

поли-U/UC вируса гепатита С [14]

Кератиноциты как ключевые 
участники патогенеза VLS [23] Аутоиммунный фенотип [24]
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в криопробирку, помещали в жидкий азот и храни-
ли при температуре -80°C (время забора материала 
от 50 до 85 с, медиана 65 с). Оставшийся биоматери-
ал фиксировали в 10% забуференном нейтральном 
формалине, компактифицировали и заливали в па-
рафин. Из полученных парафиновых блоков гото-
вили срезы толщиной 4 мкм на микротоме, окра-
шивали гематоксилином и эозином и подвергали 
гистологическому исследованию. 

Выделение РНК
РНК выделяли из замороженных образцов тка-
ней (10–30 мг) с помощью набора PureLink mini 
(ThermoFisher, США). Замороженные образцы тканей 
добавляли в предварительно охлажденные до 4°C 
пробирки CK14, содержащие 0.6 мл лизирующего бу-
фера (ThermoFisher) и керамические шарики (Bertin 
Technologies, Германия). Precellys®24 наносили 3 
раза по 40 с при 6300 об/мин с перерывом в 1 мин. 
После каждого цикла пробирки помещали на лед. 
Каждый образец центрифугировали при 12000 g 
в течение 2 мин, 600 мкл экстракта переносили 
в новую пробирку и добавляли 600 мкл 70% этано-
ла. Смесь встряхивали на вортексе, 600 мкл смеси 
переносили на сорбционную колонку и центрифуги-
ровали при 12000 g в течение 15 с. Промывочную 
жидкость сливали, 600 мкл смеси снова добавляли 
в колонку и центрифугировали при 12000 g в тече-
ние 15 с. Колонку промывали 3 раза, добавляя 700, 
500 и 500 мкл буфера Wash Buffer I соответственно, 
после чего центрифугировали при 12000 g в течение 
15 с. Картридж помещали в новую пробирку, в центр 
добавляли 100 мкл воды, свободной от РНКаз, ин-
кубировали в течение 1 мин и центрифугировали 
при 12000 g в течение 2 мин при комнатной темпера-
туре. Концентрацию РНК измеряли фотометрически, 
соотношение оптической плотности при 260/280 нм 
находилось в диапазоне 2.0–2.1. Индекс целостно-
сти РНК (RIN) измеряли с помощью биоанализатора 
Agilent 2100 Bioanalyzer на образцах, содержащих 
в среднем 128 нг/мкл РНК. Медианное значение 
RIN было равно семи. Два образца (образец mGLS 7 
и контрольный образец 8) с RIN менее шести были 
исключены. Оставшиеся четыре образца mGLS и че-
тыре контрольных образца были выбраны для под-
готовки библиотек и РНК-секвенирования. 

Подготовка библиотек и РНК-секвенирование
Библиотеки полиА+ РНК были подготовлены 
с помощью набора NEBNext Ultra II Directional 
RNA Library Prep Kit для Illumina с очищающими 
частицами (E7765 L, New England Biolabs, США) 
и модуля выделения мРНК NEBNext® Magnetic 
Bead Poly(A)+ (E7490 L, New England Biolabs) 

в  соответствии с  протоколом производителя. 
Высокопроизводительное секвенирование было вы-
полнено на приборе Illumina 2000, в результате чего 
получили одноконцевые прочтения по 150 основа-
ний РНК. 

Синтез кДНК
Тотальную РНК (1 мкг) сначала подвергали ги-
дролизу ДНКазой I, свободной от РНКаз (Thermo 
Fisher Scientific), при температуре 37°C в течение 
30 мин для предотвращения контаминации геномной 
ДНК. Комплементарную ДНК (кДНК) синтезирова-
ли на 500 нг общей РНК с использованием набора 
Magnus First Strand cDNA Synthesis Kit (Evrogene, 
США) по протоколу производителя для количествен-
ной ПЦР с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) с ко-
нечным объемом 20 мкл смеси, содержащей кДНК, 
и разбавляли в соотношении 1 : 5 водой, не содержа-
щей нуклеазы, для проведения количественной ПЦР. 

ОТ-ПЦР
Реакции ПЦР в реальном времени проводили в трех 
повторностях в конечном объеме 12 мкл в 96-лу-
ночных планшетах с использованием 420 нМ ген-
специфических праймеров и 2 мкл кДНК и реак-
ционной смеси 5XqPCRmix-HS SYBR (Evrogen). 
Праймеры для ПЦР в реальном времени приве-
дены в Приложении 1, табл. S1. Образец без об-
ратной транскриптазы был включен в качестве 
контроля для проверки отсутствия контаминации 
геномной ДНК. Амплификацию мишеней проводи-
ли на установке CFX96 Real-Time System (Bio-Rad, 
США) при следующих параметрах: 95°C в течение 
5 мин, затем 39 циклов при 95° C в течение 20 с, 
60°C в течение 20 с и 72°C в течение 20 с, завершая 
при 72°C в течение 5 мин. Эффективность каждой 
пары праймеров в ПЦР-анализе оценивали с помо-
щью калибровочной кривой; при этом эффектив-
ность праймеров во всех случаях превышала 90%. 
Изменение экспрессии генов рассчитывали методом 
ddCt с учетом эффективности ПЦР. В качестве вну-
треннего контроля для нормализации уровней экс-
прессии использовали ген GAPDH. 

Картирование чтений и количественная оценка 
уровней экспрессии
Тримминг адаптеров и фильтрацию коротких чте-
ний выполняли с помощью утилиты fastp v0.20 [25] 
с параметрами, позволяющими удалять низкокаче-
ственные основания ‘-l 35 --cut_front --cut_right‘. 
Затем чтения выравнивались на референсный гено-
мом человека GRCh38 с помощью аннотации транс-
криптома GENCODE v47 и утилиты STAR v2.7.8a 
[26]. Использовали следующие параметры: --outFil-
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terMultimapNmax 20 --alignSJoverhangMin 8 --align-
SJDBoverhangMin 1 --outFilterMismatchNmax 999 
--outFilterMismatchNoverReadLmax 0.04 --alignIn-
tronMin 20 --alignIntronMax 1000000 --alignMates-
GapMax 1000000 --chimSegmentMin 15. Количество 
чтений на уровне генов было вычислено путем со-
поставления выровненных чтений с аннотацией ге-
нов с помощью программы featureCounts из пакета 
subread v2.1.1 [27]. Количество чтений было преоб-
разовано в число транскриптов на миллион (tran-
scripts per million, TPM) с помощью пакета rnanorm 
v2.1.0. Для оценки доли иммунных клеток в образце 
использовали метод деконволюции quantiseq, реа-
лизованный в пакете immunitydeconv v2.1.0 [28, 29]. 

Дифференциальная экспрессия и сплайсинг
Анализ дифференциальной экспрессии генов про-
водили на основе матрицы чтений с использованием 
пакета DESeq2 (pydeseq2 v0.5.0 [30]). В обоих набо-
рах данных mGLS и VLS образцы GLS сравнивали 
с образцами тканей здоровых доноров. PCA прово-
дили после преобразования, стабилизирующего дис-
персию (VST), по уровням экспрессии из DESeq. 
Дифференциальную экспрессию генов в парных 
образцах TCGA-LUSC анализировали с помощью 
пакета limma v3.66 [31]. Дифференциально экспрес-
сирующимися генами (ДЭГ) считали гены со скор-
ректированными на множественное тестирование 
P-значениями менее 0.05 и абсолютным log2-кратным 
изменением более чем на единицу. Для анализа 
функционального обогащения дифференциально 
экспрессирующихся генов использовали веб-сервер 
DAVID [32]. Кодирующий потенциал дифференци-
ально экспрессируемых некодирующих РНК оце-
нивали с помощью утилиты transdecoder версии 
5.7.1. Дифференциальный анализ сплайсинга между 
mGLS и контрольной группой проводили с помощью 
программы rMATS версии 4.3.0 [33]. Рассматривали 
только кассетные экзоны, причем учитывали только 
экзоны со средней поддержкой не менее чем 40 чте-
ниями хотя бы в одной группе. События сплайсинга 
со скорректированным P-значением менее 0.05 и аб-
солютной разницей уровней включения более 0.05 
считали дифференциальными. 

Нахождение потенциальных неоантигенов
Потенциальное наличие микробных и вирусных по-
следовательностей оценивали с помощью метаге-
номного анализа данных РНК-сек с использовани-
ем программы Kraken2 v2.1.6 [34] по стандартной 
базе данных с настройками по умолчанию. Вставки 
в прочтениях количественно определяли с помо-
щью скрипта, который извлекает сегменты вставок 
из строк CIGAR в BAM-файлах вместе с соответ-

ствующими последовательностями чтений и коор-
динатами выравнивания. Находили число вставок, 
содержащих три или более последовательных ури-
диновых нуклеотида. Вставки в кодирующих экзо-
нах подсчитывали отдельно. 

Статистические методы
Данные анализировали с использованием Python 
версии 3.8.2 и программы R Statistics версии 3.6.3. 
Для поправки на множественное тестирование гипо-
тез и корректировки P-значений применяли метод 
Бенджамини–Хохберга. В данной работе r и P обо-
значают коэффициент корреляции Пирсона и скор-
ректированное P-значение соответственно; FC обо-
значает кратность изменения уровня экспрессии 
гена. Все непараметрические тесты выполняли с ис-
пользованием нормального распределения с поправ-
кой на непрерывность. Уровни значимости 0.05 и 0.01 
на рисунках обозначены * и ** соответственно. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

Гетерогенность транскриптомных сигнатур 
в группе mGLS
Высокопроизводительное транскриптомное про-
филирование образцов биопсии кожи гениталий 
четырех пациентов с mGLS и четырех здоровых 
доноров методом РНК-секвенирования позволи-
ло получить в общей сложности 289 млн чтений, 
в среднем 36 млн чтений на образец. Уровни экс-
прессии генов рассчитывали на основе количества 
чтений с последующей нормализацией с помощью 
пакета DESeq2 (Приложение 2). Анализ методом 
главных компонент (PCA) значений уровней экс-
прессии генов выявил отсутствие кластеризации 
в группе mGLS по сравнению с контрольной груп-
пой. Вместо этого в когорте mGLS наблюдалась вы-
сокая гетерогенность, причем образцы были широко 
разнесены по всем главным компонентам (рис. 1А). 
Это было особенно выражено в отношении первой 
главной компоненты (PC1), объясняющей 65% дис-
персии, где образцы сформировали две отдельные 
подгруппы, в которых образцы 1 и 4 были отделены 
от образцов 5 и 9. Даже когда PCA был ограничен 
только дифференциально экспрессируемыми гена-
ми, изменчивость образцов mGLS сохранялась, не-
смотря на разделение между mGLS и контрольной 
группой (рис. 1Б). Широкий разброс образцов mGLS 
вдоль главных компонент, составляющих 80% дис-
персии (PC1 и PC2, 68 и 12% соответственно), ука-
зывает на существование общей причины, влияю-
щей на глобальные профили экспрессии генов. 

Различия в клеточном составе, в частности, в ин-
фильтрации иммунных клеток в пораженную ткань, 
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могут быть фактором, объясняющим наблюдаемую 
гетерогенность mGLS. Для проверки этой гипотезы 
мы определили относительное соотношение подти-
пов иммунных клеток в каждом образце, используя 
метод вычислительной деконволюции quanTIseq 
[28]. Выявлена более выраженная и вариабель-
ная инфильтрация иммунными клетками в группе 
mGLS и лишь умеренная подобная инфильтрация 
в контрольной группе (рис. 1В). В соответствии 
с разделением на PCA в образцах 1 и 4 была повы-
шена доля иммунных клеток и различался состав 
иммунного инфильтрата. Образец 4 характеризо-
вался высоким относительным содержанием CD8+ 
Т-клеток (10.4%) и Т-регуляторных клеток (7.6%), 
что свидетельствует об активном иммунном отве-
те в условиях иммуносупрессии [35, 36]. Напротив, 
фракция иммунных клеток в образце 1 была обо-
гащена нейтрофилами (6.9%), предположительно 
вследствие различий в воспалительной микросреде 
[37]. Это отличие от двух остальных образцов mGLS 
с относительно низким уровнем инфильтрации им-
мунными клетками, вероятно, и обусловливает ва-
риабельность, наблюдаемую в PCA. 

Сигнатуры экспрессии генов указывают 
на дисфункцию эпидермиса в mGLS
Сравнение транскриптомных профилей генов, коди-
рующих белки человека, с помощью пакета DESeq2 
выявило 249 генов, дифференциально экспресси-
руемых между mGLS и контрольными образцами 

(P < 0.05 и |log2FC| > 1). Экспрессия 164 из них была 
повышена, а 85 – понижена (рис. 2А). Анализ функ-
ционального обогащения генов с повышенной экс-
прессией с помощью базы данных DAVID [38] пока-
зал, что основные изменения транскрипции в mGLS 
затрагивают целостность и функции эпидермиса. 
Наиболее значительно обогащенные в терминах 
Gene Ontology (GO) и ключевых словах UniProt 
(KW) гены были связаны с биологией эпидермиса 
(рис. 2Б). Обогащенные категории включали ке-
ратинизацию (GO:0031424, P < 10-10), роговой слой 
(GO:0001533, P = 0.003) и эпидермис (GO:0030280, 
P = 0.03). Транскриптомные данные также содержа-
ли выраженные иммунные (врожденный иммунитет, 
KW-0399, P = 0.078) и метаболические сигнатуры 
(цикл мочевины, KW-0835, P = 0.027). 

Помимо изучения сигнатур экспрессии генов, 
мы провели дифференциальный анализ альтерна-
тивного сплайсинга, оценивая степень включения 
экзонов (Ψ, PSI, percent-spliced-in), определяемую 
как отношение количества чтений с разрывами, 
поддерживающих включение экзона, к общему ко-
личеству чтений с разрывами, поддерживающих 
включение или пропуск экзона. Ряд экзонов претер-
пел значительные изменения сплайсинга в mGLS, 
о чем свидетельствует изменение коэффициента 
включения (ΔΨ), особенно в некоторых генах, свя-
занных с аутоиммунными заболеваниями (рис. 2В). 
Среди них два экзона гена дермокина (DMKN), ко-
дирующего специфичный для кожи секреторный 

Рис. 1. Гетерогенность 
транскриптомных сигна-
тур в mGLS. А – анализ 
главных компонент (PCA) 
уровней экспрессии 
белок-кодирующих генов 
(контрольная группа: S2, 
S3, S6, S10; группа mGLS: 
S1, S4, S5, S9). Б – анализ 
главных компонент уров-
ней экспрессии диффе-
ренциально экспрессиру-
емых белок-кодирующих 
генов. В – доля иммунных 
клеток в образцах mGLS, 
оцененная методом де-
конволюции объемного 
РНК-секвенирования 
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гликопротеин [39, 40], участвующий в развитии вос-
палительных заболеваний кишечника [41], экзон 
гена лейкоцитарного рецептора (LENG8) и экзон 
поли(С)-связывающего белка PCBP2, которые оба 
участвуют в регуляции функции Т-клеток [42, 43]. 
Дифференциально сплайсируемые экзоны перечис-
лены в Приложении 3. 

Транскриптомные сигнатуры, общие в mGLS и VLS
Чтобы выявить общие молекулярные механизмы, 
лежащие в основе патофизиологии GLS у предста-
вителей обоих полов, мы сравнили транскриптом-
ные профили, полученные для мужской когорты, 
с транскриптомными профилями VLS из общедо-
ступного набора данных [14]. Женская когорта со-
стояла из девяти пар образцов (ткани, пораженные 
VLS, и соседние здоровые ткани от тех же доноров), 
а также из образцов тканей от четырех здоровых 
доноров. Для обеспечения сопоставимости анализа 
мы идентифицировали ДЭГ, расположенные на ау-
тосомах, сравнивая образцы VLS с образцами, полу-
ченными от здоровых доноров. Этот объединенный 
набор данных позволил сравнить транскриптомы 
GLS между полами. 

Сравнение уровней экспрессии генов у представи-
телей каждого из полов по отдельности выявило за-
метное различие в масштабе транскриптомных изме-
нений. В мужской когорте нами идентифицированы 
249 ДЭГ, экспрессия 164 из которых была повышена, 
а 85 – понижена. В женской когорте, напротив, из-
менение экспрессии было более выраженным: экс-
прессия 1116 генов была значительно повышена, 
а 1112 – понижена. Это различие как в величине, 

так и в соотношении ДЭГ может быть обусловлено 
бóльшим размером и, следовательно, более высокой 
статистической мощностью набора данных по VLS, 
а также биологическими различиями, такими как от-
личающийся по величине и составу иммунный ин-
фильтрат в мужской когорте. 

Значения экспрессии кодирующих генов (рис. 3А) 
показали слабую, но значимую положительную кор-
реляцию у mGLS и VLS (r = 0.21, P < 10-10), что ука-
зывает на не идентичность транскрипционных из-
менений при этом заболевании, но на возможное 
сходство патогенных изменений или вызываемых 
ими последующих эффектов. Одним из генов с по-
вышенным уровнем экспрессии как при mGLS, 
так и при VLS был ген кератина 6 (KRT6), маркер 
гиперпролиферации и повреждений кожи, таких 
как псориаз [44]. Повышение его экспрессии объ-
яснимо, учитывая характерные признаки поврежде-
ний кожи при GLS. Также обнаружено повышение 
экспрессии гена CHIT1, который кодирует фермент 
хитиназу и не связан непосредственно с GLS, од-
нако другие члены семейства хитиназ известны 
как биомаркеры иммунных заболеваний [45]. 

Далее были отобраны гены, связанные с GLS 
или аутоиммунными заболеваниями (табл. 2), 
включая гены виментина (VIM) и бета-катенина 
(CTNNB1), ранее идентифицированные как гисто-
логические маркеры mGLS, а также 13 из пере-
численных в [17] генов, участвующих в патогенезе 
GLS, и девять генов, регуляция которых нарушена 
как минимум при двух аутоиммунных заболеваниях 
[46] (рис. 3Б). Вопреки ожиданиям, экспрессия VIM 
и CTNNB1 не была повышена на уровне транскрип-

Рис. 2. Транскриптомный профиль mGLS. А – вулканная диаграмма экспрессии генов. Гены со значительно 
измененным уровнем экспрессии (P < 0.05 и |log

2
FC| > 1) выделены цветом. Б – анализ обогащения набора 

генов с повышенной экспрессией. Показаны категории Gene Ontology (GO) с P < 0.1. В – вулканная диаграмма 
для дифференциально сплайсируемых кассетных экзонов. События со значительным изменением сплайсинга 
(P < 0.05 и |ΔΨ| > 0.05) выделены цветом
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тов в mGLS, тогда как в VLS уровни их экспрес-
сии незначительно увеличивались. В наборе из 13 
генов, связанных с GLS, мы изучили два ключе-
вых: ген предполагаемого аутоантигена ECM1, уро-
вень экспрессии которого в mGLS ранее отмечали 
как пониженный [20], и ген галектина-7 (LGALS7), 
при этом не обнаружили значительного изменения 
экспрессии ни одного из них. Однако значимо из-
менилась экспрессия нескольких генов, связанных 
с иммунитетом. Уровень экспрессии гена фактора 
некроза опухоли альфа (TNF) был незначимо по-
вышен как при mGLS, так и при VLS, в то время 
как уровень экспрессии гена интерлейкина-6 (IL-
6) был повышен у пациентов c mGLS. Повышение 
уровня этих провоспалительных цитокинов согласу-
ется с активацией воспалительного ответа при GLS. 
Обнаружено значительное повышение уровня экс-
прессии генов β-цепи цитохрома B (CYBB) и члена 
семейства SMAD 7 (SMAD7), связанных с прогрес-
сированием аутоиммунных заболеваний. 

mGLS и плоскоклеточный рак
Как известно, mGLS ассоциирован с повышенным 
риском злокачественной трансформации [47]. Чтобы 
охарактеризовать молекулярную основу этой связи 
в отсутствие доступных данных транскриптомного 
анализа клеток карциномы полового члена, сравнили 
профили экспрессии генов в mGLS с профилями экс-
прессии генов плоскоклеточного рака легкого (LUSC) 
из Атласа Ракового Генома (The Cancer Genome Atlas, 
TCGA). Идентифицировали 17 генов, экспрессия ко-
торых часто повышалась как в наборе данных mGLS, 
так и в парных образцах когорты TCGA-LUSC 
(рис. 3В). Анализ этого общего набора генов с помо-
щью Gene Ontology (GO) показал обогащение генами, 
связанными с клеточным делением (клеточное деле-
ние, KW-0835, P = 0.0084). Среди общих генов с повы-
шенной экспрессией были G2/митоз-специфический 
циклин-B1 (CCNB1) и рибонуклеаза A, член семей-
ства 7 (RNASE7), экспрессия которых была повышена 
в 2.14 раза в когорте mGLS и в 12.38 раза в когорте 

Рис. 3. Общие транскриптом-
ные сигнатуры mGLS и VLS. 
A – совместная плотность из-
менений уровней экспрессии 
кодирующих генов (log

2
FC, 

GLS против контроля) в mGLS 
и VLS. Цветовая карта ото-
бражает log

10
 от количества 

генов в каждой ячейке. Гены 
со значительно измененным 
уровнем экспрессии (P < 0.05 
и |log

2
FC| > 1) как в mGLS, 

так и в VLS показаны красными 
точками. Б – уровни экспрес-
сии генов, связанных с GLS 
или аутоиммунными забо-
леваниями (табл. 2). В – со-
вместная плотность изменений 
уровней экспрессии кодиру-
ющих генов в mGLS и TCGA-
LUSC (GLS против контроля 
и опухоль против контроля 
соответственно). Гены, экс-
прессия которых значительно 
изменена и в mGLS, и в TCGA-
LUSC, обозначены красными 
точками. Г – то же, что и (A) 
для длинных некодирующих 
РНК (днРНК). Д – геномная 
организация днРНК DRAIC, 
включая аннотированный 
транскрипт (RefSeq), пред-
сказанную открытую рамку 
считывания (ORF) и агрегиро-
ванный сигнал Ribo-seq, полу-
ченный с помощью GWIPS-viz 
(Ribo-seq) 
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LUSC. Экспрессия гена, кодирующего RNASE7, также 
стабильно повышалась в 5.17 раза в когорте mGLS 
и в 20.97 раза в когорте LUSC. 

Неоантигены и длинные некодирующие РНК
В основе патогенеза аутоиммунных заболеваний 
лежит, как считается, презентация чужеродных 
или измененных аутоантигенов, запускающих ано-
мальный иммунный ответ. Ранее у большинства па-
циентов с GLS были обнаружены антитела к ECM1, 
а белок ECM1 был идентифицирован как потенци-
альный аутоантиген [7]. Однако последующие ис-
следования показали, что аутоантитела к ECM1 
не участвуют в прогрессировании GLS, а представ-
ляют собой эпифеномен заболевания [48]. Поэтому 
мы сосредоточились на характеристике патогенных 
или эндогенных транскриптов, потенциально способ-
ных генерировать новые иммуногенные пептиды. 

Проведенное ранее исследование VLS методом 
РНК-сек позволило высказать предположение, 
что аутоиммунный ответ может быть вызван инте-
грацией мотива поли-U/UC из РНК вируса гепатита 
С (HCV) в геном хозяина [14]. Хотя механизм инте-
грации вирусной РНК без обратной транскрипции 
остается неясным, были представлены доказатель-
ства присутствия последовательностей HCV в ДНК 
хозяина [49]. Пересматривая эту гипотезу, мы про-

вели прямую таксономическую классификацию ис-
точников коротких чтений с помощью Kraken2 [34] 
как в мужских, так и в женских наборах данных 
GLS. Оказалось, что вирусные прочтения состав-
ляют менее 1% всех прочтений без детектируемого 
обогащения в образцах GLS. Кроме того, мы оце-
нили потенциал изменения кодирующих последо-
вательностей, подсчитав частоты геномных и эк-
зонных вставок в выравниваниях чтений, которые 
содержат три или более последовательных уриди-
на. У пациентов GLS обогащения такими инсерци-
ями не наблюдалось, а частота экзонных инсерций 
была очень низкой, порядка 100 чтений на обра-
зец (Приложение 1, рис. S1). В целом, присутствие 
поли-U/UC-последовательностей вируса гепатита 
С в транскриптомах GLS нами не подтверждено. 
Первоначальная гипотеза [14] могла возникнуть 
из-за неправильного выравнивания коротких чте-
ний с поли-A-фрагментами на вирусные геномы, 
что привело к ложноположительным результатам 
для поли-U/UC-подобных мотивов. 

Затем мы проверили эндогенные источники нео
антигенов среди длинных некодирующих РНК 
(днРНК), содержащих неаннотированные открытые 
рамки считывания, которые потенциально могут ко-
дировать новые пептиды. Анализ дифференциаль-
ной экспрессии генов выявил в общей сложности 

Таблица 2. Значения log
2
FC для генов, связанных с GLS и аутоиммунными заболеваниями 

Идентификатор Название Описание mGLS VLS 
ENSG00000108821 COL1A1 Альфа-цепь 1 коллагена I типа -0.04 1.33 
ENSG00000168542 COL3A1 Альфа-цепь 1 коллагена III типа -0.32 1.24 
ENSG00000130635 COL5A1 Альфа-цепь 1 коллагена V типа -0.23 0.46 
ENSG00000143369 ECM1 Белок внеклеточного матрикса 1 0.53 -0.67 
ENSG00000118689 FOXO3 Белок Forkhead box O3 -0.02 -1.05**
ENSG00000136634 IL10 Интерлейкин-10 4.67* 3.14*
ENSG00000136244 IL6 Интерлейкин-6 3.47* -0.93 
ENSG00000178934 LGALS7B Галектин 7B 0.35 -0.51 
ENSG00000105329 TGFB1 Трансформирующий фактор роста-β1 0.85 1.34 
ENSG00000232810 TNF Фактор некроза опухоли 1.72 1.04 
ENSG00000141510 TP53 Опухолевый белок p53 -0.03 0.08 
ENSG00000168036 CTNNB1 Катенин β1 0.2 0.72
ENSG00000026025 VIM Виментин -0.15 1.05*
ENSG00000165168 CYBB Цитохром B-245 β-цепь 3.12* 2.72** 
ENSG00000120738 EGR1 Ранний ответ роста 1 -0.72 -1.97 
ENSG00000179348 GATA2 GATA-связывающий белок 2 0.15 0.95 
ENSG00000183019 MCEMP1 Мембранный белок тучных клеток 1 0.27 2.10 
ENSG00000105835 NAMPT Никотинамид-фосфорибозилтрансфераза 0.19 0.21 
ENSG00000020633 RUNX3 Фактор транскрипции семейства RUNX 3 1.34 1.24 
ENSG00000143546 S100A8 S100 кальцийсвязывающий белок A8 1.03 1.37 
ENSG00000163220 S100A9 S100 кальцийсвязывающий белок A9 1.39 1.23 
ENSG00000101665 SMAD7 Член семейства SMAD 7 0.55 1.49**

Примечание. Значимые отклонения (по FDR) на уровне значимости 5 и 1% обозначены ’*’ и ’**’ соответственно. 
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семь днРНК со значительными изменениями уровня 
экспрессии (P < 0.05 и |log2FC| > 1 в обоих наборах 
данных), и только две из них были активированы 
как у мужчин, так и у женщин (рис. 3Г). Одна из них, 
днРНК DRAIC, содержала возможную открытую 
рамку считывания (рис. 3Д). Трансляционный потен-
циал DRAIC, согласно данным Ribo-seq из портала 
GWIPS-viz [50], характеризуется слабым, но посто-
янным сигналом в ее геномном локусе. Другой транс-
крипт, часто сверхэкспрессирующийся как в mGLS, 
так и в VLS, – это антисмысловая РНК 1 к MMP2 
(MMP2-AS1), ассоциированная с немелкоклеточным 
раком легкого [51]. Однако уровни экспрессии обо-
их этих транскриптов были относительно низкими 
(TPM = 0.18 и 0.78 соответственно). Другие некоди-
рующие РНК не показали согласованных и значимых 
изменений в mGLS и VLS. 

Валидация нарушения экспрессии генов
Для подтверждения нарушений экспрессии марке-
ров, найденных в экспериментах РНК-сек, мы оце-
нили уровни экспрессии выбранных генов методом 
ОТ-ПЦР в пяти технических репликах для РНК, по-
лученной от каждого из восьми пациентов. Уровень 
экспрессии, измеренный с помощью ОТ-ПЦР, был 
нормализован по отношению к уровню экспрес-
сии гена глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы 
(GAPDH), который использовали в качестве ре-
ференсного. Как показывают значения FC (крат-
ность изменения) относительно медианного значе-
ния в контрольной группе, экспрессия KRT6C, TNF, 
CCNB1 и RNASE7 в образцах mGLS была значитель-
но выше, чем в контрольных образцах, со значитель-
ным количеством выбросов, отражающих транскрип-
томную гетерогенность (рис. 4). Уровни экспрессии 
VIM и TGFB1 между группами mGLS и контроль-
ной группой достоверно не различались, в то время 
как уровень экспрессии DRAIC находился на погра-
ничном уровне обнаружения в обеих группах, что со-
гласуется с низкими показателями TPM по данным 
РНК-секвенирования. Последний результат не опро-
вергает ее роль в патогенезе mGLS, поскольку даже 
низкоэкспрессируемые транскрипты могут проду-
цировать иммуногенные пептиды, что может суще-
ственно влиять на иммунный ответ. 

ОБСУЖДЕНИЕ
Гетерогенность транскриптомных сигнатур, полу-
ченных в ходе РНК-сек, часто объясняется раз-
личиями в составе клеточных подтипов, состав-
ляющих образцы тканей, хотя такие факторы, 
как вариабельность клинических проявлений и тя-
жесть заболевания, также играют важную роль. 
Гистологические исследования выявили значи-

тельную гетерогенность участков кожи, поражен-
ных VLS, у разных пациентов [23]. Отмечена также 
транскриптомная гетерогенность при mGLS: выде-
ляются два отдельных подтипа, соответствующих 
активации иммунных сигнальных путей и путей 
пролиферации эпителиальных клеток соответствен-
но, при наличии общих сигнатур, связанных с ги-
перкератозом [52]. 

Наблюдаемая нами гетерогенность транскрип-
томных сигнатур в образцах mGLS может быть 
обусловлена, прежде всего, различиями в составе 
иммунного инфильтрата, а именно, относительным 
содержанием CD8+ T-клеток, T-регуляторных кле-
ток и нейтрофилов, что обусловливает отсутствие 
кластеризации образцов mGLS. Более детальную 
оценку гетерогенности GLS можно получить, про-
анализировав результаты экспериментов по сек-
венированию транскриптомов отдельных клеток 
(табл. 1), что выходит за рамки данной работы. 

Примечательно, что анализ обогащения выявил 
наиболее перепредставленные функциональные ка-
тегории генов, связанные с целостностью эпидер-
миса кожи и врожденным иммунитетом, а также 
с такими метаболическими категориями, как цикл 
мочевины. Последнее было обусловлено повышени-
ем активности трех генов, включая два гена арги-
назы (ARG1, ARG2), что может иметь последствия 
для иммунитета, поскольку известно, что катабо-
лизм аргинина в миелоидных клетках способствует 
модуляции иммунного ответа [53]. Однако, несмотря 
на эти сигналы, наиболее выраженным было из-

Рис. 4. Валидация повышения уровня экспрессии генов 
кератина 6C (KRT6C), фактора некроза опухоли (TNF), 
циклина B1 (CCNB1) и рибонуклеазы семейства А7 
(RNASE7) с помощью ОТ-кПЦР. Уровни экспрессии ге-
нов были нормализованы по уровням экспрессии гена 
GAPDH. PD – группа mGLS. NN – контрольная группа. 
Ящичковые диаграммы показывают кратность из-
менения экспрессии относительно среднего значения 
экспрессии в контрольной группе (FC). Исследовано 
по пять независимых реплик каждого гена у каждого 
из восьми пациентов. Статистически значимые разли-
чия на уровнях значимости 5 и 10% обозначены * и ** 
соответственно 
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менение эпидермальных транскрипционных про-
грамм. Функциональные изменения в программах 
сплайсинга оценить сложнее, поскольку точная роль 
сплайс-изоформ в большинстве случаев неизвестна. 
Тем не менее представляется вероятным, что из-
менения сплайсинга в гене DMKN в кератиноцитах 
могут отражать сдвиг к изоформе DMKN-β в ответ 
на провоспалительные цитокины [54]. 

Отсутствие ожидаемой активации извест-
ных маркеров GLS, таких как VIM и CTNNB1, 
как в mGLS, так и в VLS указывает на значитель-
ное расхождение между гистологическими и экс-
прессионными исследованиями на уровне мРНК. 
Отсутствие изменения уровня экспрессии мРНК 
ECM1 согласуется с обнаружением этого эффекта 
только у педиатрических, но не у взрослых паци-
ентов [17]. Отсутствие изменения экспрессии гена 
LGALS7, связанного с пролиферацией фибробла-
стов, при VLS [55] также можно объяснить раз-
личиями в данных, полученных путем РНК-сек, 
и иммуногистохимического окрашивания без под-
тверждения методом ПЦР на образцах цельной 
ткани [55]. Ряд генов, связанных с прогрессирова-
нием аутоиммунных заболеваний, был активирован 
как в mGLS, так и в VLS, включая CYBB, SMAD7 
и RUNX3. Они играют различные роли в регуляции 
иммунитета: CYBB важен для продукции активных 
форм кислорода в фагоцитах [56], SMAD7 ингибиру-
ет сигнальный путь TGF-β, способствуя деградации 
TGF-β [57], что часто приводит к провоспалительно-
му эффекту [58], RUNX3 также модулирует реакции 
TGF-β в дендритных клетках [59]. Повышенная экс-
прессия этих факторов подтверждает участие им-
мунного ответа в патогенезе GLS, что согласуется 
с гипотезой об его аутоиммунном происхождении, 
однако не дает какой-либо четкой механистической 
модели [46]. 

Примечательно, что два некодирующих транс-
крипта (DRAIC и MMP2-AS1), экспрессия которых 
была повышена как в mGLS, так и в VLS, также 
связаны с онкогенезом. Известно, что DRAIC вы-
полняет функцию супрессора опухолей при раке 
предстательной железы и других видах рака, ин-
гибируя сигнальный путь NF-kB [60]. Ранее транс-
крипт DRAIC не был описан как белок-кодирующий, 
однако эксперименты с Ribo-seq предоставили сви-
детельства возможной трансляции DRAIC. Известно, 
что днРНК MMP2-AS1 способствует прогресси-
рованию почечноклеточного рака, модулируя ось 
miR-34c-5p/MMP2 [61]. Несмотря на отсутствие 
открытых рамок считывания в MMP2-AS1, анти-
смысловые транскрипты часто кодируют микропеп-
тиды, играющие важную роль в развитии опухолей 

[62]. Гены, экспрессия которых обычно повышает-
ся при mGLS и немелкоклеточном раке, включают 
CCNB1, центральный регулятор фазы клеточного 
цикла G2/M [63], экспрессия которого повышается 
во многих типах опухолей и связана с неблагопри-
ятным прогнозом [64]; ген RNASE7, кодирующий 
антимикробный белок, секретируемый различными 
эпителиальными тканями и связанный с плоскокле-
точным раком кожи [65]. Все эти мРНК можно рас-
сматривать как общие потенциальные биомаркеры 
GLS и как мишени для терапевтического воздей-
ствия.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Генитальный склероатрофический лихен являет-
ся сложным и малоизученным заболеванием. Нами 
проведено сравнительное исследование транскрип-
томных сигнатур лихена, которое выявило множе-
ство генов, регуляция которых часто нарушается 
как у мужчин, так и у женщин. Это гены включа-
ют в себя ранее не описанные биомаркеры KRT6 
и CHIT1, гены, связанные с аутоиммунными забо-
леваниями (TNF, CYBB, SMAD7, RUNX3), длинные 
некодирующие РНК DRAIC и MMP2-AS1, а также 
гены, регуляция которых нарушается в плоско-
клеточном раке. Эти результаты дополняют суще-
ствующие знания о патогенезе генитального скле-
роатрофического лихена и открывают путь к его 
правильной диагностике и лечению. 
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