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Аннотация. Гепатоцеллюлярная карцинома – наиболее распространенный первичный рак печени, характеризую-
щийся быстрым прогрессированием, высокой летальностью и устойчивостью к терапии. Одним из ключевых на-
правлений в изучении молекулярных механизмов развития гепатоцеллюлярной карциномы является анализ нару-
шений процессов апоптоза в гепатоцитах. На протяжении всей жизни благодаря апоптозу происходит элиминация 
старых и дефектных клеток, тогда как ослабление апоптотической гибели служит одним из ведущих факторов кан-
церогенеза. В настоящем исследовании выполнены реконструкция и анализ генной сети регуляции апоптоза гепа-
тоцитов у человека на основе данных секвенирования транскриптома одиночных клеток (scRNA-seq) и базы знаний 
ANDSystem, использующей методы искусственного интеллекта и компьютерной системной биологии. Сравнитель-
ный анализ экспрессии генов показал ослабление транскрипции генов, вовлеченных в регуляцию воспалительных 
процессов и апоптоза, в опухолевых гепатоцитах по сравнению с гепатоцитами нормальной ткани печени. Рекон-
струированная сеть включала 116 дифференциально экспрессирующихся генов, аннотированных в Gene Ontology 
как гены, вовлеченные в процесс апоптоза (apoptotic process GO:0006915), 116 соответствующих белков, а также 
16 дополнительных белков, не имеющих GO-аннотации, но дифференциально экспрессируемых при гепатоцеллю-
лярной карциноме и вовлеченных во взаимодействия с генами и белками, участвующими в процессе апоптоза. Ком-
пьютерный анализ генной сети выявил ряд ключевых белков – продуктов генов NFKB1, MMP9, BCL2, A4, CDN1A, CDK1, 
ERBB2, G3P, MCL1, FOXO1, демонстрирующих как высокое число связей с другими объектами сети, так и дифферен-
циальную экспрессию при гепатоцеллюлярной карциноме. Особый интерес представляют белки CDKN1A, ERBB2, 
IL8 и EGR1, не аннотированные в Gene Ontology как участники апоптоза, но обладающие статистически значимым 
числом взаимодействий с генами, вовлеченными в апоптоз, что указывает на их роль в регуляции программируе-
мой клеточной гибели. Полученные результаты могут найти применение для планирования новых экспериментов 
по изучению роли апоптоза в канцерогенезе и поиска новых мишеней и подходов для терапии гепатоцеллюлярной 
карциномы, основанных на модуляции апоптоза в злокачественных гепатоцитах. Предложенный подход к рекон-
струкции и анализу генной сети регуляции апоптоза при гепатоцеллюлярной карциноме может быть использован 
для анализа других форм опухолей и дает системное представление о нарушениях ключевых регуляторных процес-
сов в онкогенезе и потенциальных мишенях для терапии.
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Reconstruction and analysis of the gene network 
regulating apoptosis in hepatocellular carcinoma

Abstract. Hepatocellular Carcinoma (HCC) is the most common primary liver cancer characterized by rapid progres-
sion, high mortality rate and therapy resistance. One of the key areas in studying the molecular mechanisms of HCC 
development is the analysis of disturbances in apoptosis processes in hepatocytes. Throughout life apoptosis en-
sures the elimination of old and defective cells while the attenuation of this process serves as one of the leading fac-
tors in carcinogenesis. In this study we reconstructed and analyzed the gene network regulating hepatocyte apo
ptosis in humans based on single-cell transcriptome sequencing (scRNA-seq) data and the ANDSystem knowledge 
base which employs artificial intelligence and computational systems biology methods. Comparative analysis of 
gene expression revealed weakened transcription of genes involved in the regulation of inflammatory processes 
and apoptosis in tumor hepatocytes compared to hepatocytes of normal liver tissue. The reconstructed network 
included 116 differentially expressed genes annotated in Gene Ontology as genes involved in the apoptotic pro-
cess (apoptotic process GO:0006915), along with their 116 corresponding protein products. It also included 16 ad-
ditional proteins that, while lacking GO apoptosis annotation, were differentially expressed in HCC and interacting 
with genes and proteins participating in the apoptosis process. Computational analysis of the gene network identi-
fied several key protein products encoded by the genes NFKB1, MMP9, BCL2, A4, CDKN1A, CDK1, ERBB2, G3P, MCL1, 
FOXO1. These proteins exhibited both a high degree of connectivity with other network objects and differential ex-
pression in HCC. Of particular interest are proteins CDKN1A, ERBB2, IL8, and EGR1, which are not annotated in Gene 
Ontology as apoptosis participants but have a statistically significant number of interactions with genes involved in 
apoptosis. This indicates their role in regulating programmed cell death. The obtained results can guide the design 
of new experiments studying the role of apoptosis in carcinogenesis and aid in the search for novel therapeutic 
targets and approaches for HCC therapy using apoptosis modulation in malignant hepatocytes. Furthermore, the 
proposed approach to reconstructing and analyzing the apoptosis regulation gene network in hepatocellular car-
cinoma can be applied to analyze other tumor forms providing a systemic understanding of disturbances in key 
regulatory processes in oncogenesis and potential therapy targets.
Key words: hepatocellular carcinoma; single cell transcriptomics; apoptosis; gene networks; cognitive system 
ANDSystem
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Введение
Гепатоцеллюлярная карцинома (ГЦК) является наиболее 
распространенным первичным раком печени, возникаю-
щим в результате злокачественной трансформации гепа-
тоцитов. От этого заболевания в мире ежегодно умирает 
около 750 тыс. человек (Ganesan, Kulik, 2023). Данный 
вид злокачественной опухоли отличается высокой рези-
стентностью к противоопухолевым препаратам и высокой 
частотой рецидивов (Zou et al., 2025), что обуславливает 
актуальность изучения как молекулярных механизмов 
опухолевого процесса, так и возникновения резистент-
ности опухоли и на этой основе – поиска мишеней для 
противоопухолевых препаратов. К числу факторов риска 
развития ГЦК относятся, в первую очередь, хроническое 
инфицирование вирусами гепатита В и С, алкогольный 
цирроз печени и неалкогольный стеатогепатит; другие 
известные факторы риска развития ГЦК включают ожире-
ние, сахарный диабет 2 типа  и курение табака (Ogunwobi 
et al., 2019). 

Вирусные инфекции и/или неблагоприятные факторы 
окружающей среды (воздействие гепатотоксических аген- 
тов) вызывают изменения в функционировании ряда сиг
нальных путей в гепатоцитах, что приводит к их злокаче-
ственному перерождению и развитию ГЦК. Установлено, 
что белок HBx (Hepatitis B virus X protein), кодируемый 
геномом вируса гепатита B, подавляет активность про-
апоптотического белка p53, репарацию ДНК и активи-
рует ряд сигнальных каскадов: STAT, NF-κB, AP-1 и 
т. д., вовлеченных в пролиферацию и выживание клеток, 
стимулируя прогрессирование ГЦК (Jiang Y. et al., 2019). 
В патогенез ГЦК вовлечены изменения: a) функциони-
рования путей передачи сигналов факторов роста, таких 

как инсулиноподобный фактор роста (IGF), эпидермаль-
ный фактор роста (EGF), тромбоцитарный фактор роста 
(PDGF), фактор роста фибробластов (FGF) и фактор роста 
гепатоцитов (HGF/MET); б) сигнальных путей, связанных 
с дифференцировкой клеток, таких как WNT, Hedgehog и 
Notch; а также в) сигнальных путей, связанных с ангио-
генезом, запускаемых фактором роста эндотелия сосудов 
(VEGF) и FGF (Dhanasekaran et al., 2016). Кроме того, 
важнейший вклад в прогрессирование ГЦК вносит нару-
шение процессов апоптоза – программируемой клеточной 
гибели (Fabregat, 2009). Хроническое воспаление печени 
в результате инфицирования вирусами гепатита B и С или 
воздействия неблагоприятных факторов внешней среды 
приводит к апоптозу гепатоцитов, который сопровожда-
ется компенсаторным увеличением их пролиферации, 
что в условиях высокого уровня оксидативного стресса, 
вызываемого воспалением, приводит к накоплению мута-
ций в ДНК и повышению вероятности злокачественного 
перерождения гепатоцитов (Yang et al., 2019). Кроме того, 
апоптоз играет важнейшую роль в элиминации малигни-
зированных клеток, поэтому активация апоптоза – один 
из механизмов действия противоопухолевых препаратов 
при ГЦК (Hajizadeh et al., 2023). Показано, что подавление 
внешнего и внутреннего путей апоптоза, в частности, ре
гуляторными микроРНК, может быть ассоциировано с 
развитием ГЦК и неблагоприятным исходом этого заболе-
вания (Khlebodarova et al., 2023). Установлено, что белок 
вируса гепатита B HBx подавляет активность проапопто-
тического белка p53, что способствует возникновению и 
прогрессированию ГЦК (Jiang Y. et al., 2019). Имеющиеся 
данные свидетельствуют о том, что нарушение баланса 
про- и антиапоптотических белков в гепатоцитах является 
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одним из факторов развития ГЦК и формирования лекар-
ственной резистентности опухоли (Ladd et al., 2024; Wu 
et al., 2024). Это обусловливает необходимость изучения 
механизмов нарушения путей апоптоза гепатоцитов при 
развитии ГЦК и поиска ключевых регуляторных звеньев 
апоптоза, экспрессия которых различается в здоровых и 
опухолевых гепатоцитах. 

Известно, что важную роль в прогрессии заболевания 
играют нарушения взаимодействий между опухолевы-
ми клетками, стромой и клетками иммунной системы, 
способствующие развитию ГЦК, формированию лекар-
ственной резистентности и рецидивам (Xue et al., 2022). 
Отметим также, что ГЦК отличается высокой степенью 
клеточной гетерогенности, в связи с чем особую значи-
мость приобретают методы исследования молекулярных 
процессов развития ГЦК на уровне отдельных клеток 
(Li X. et al., 2022).

Один из таких методов, позволяющий дать ценную ин-
формацию об особенностях экспрессии генов в различных 
типах клеток опухолевой ткани, – секвенирование транс-
криптомов одиночных клеток. Это особенно актуально 
при сравнении злокачественно трансформированных ге
патоцитов, находящихся внутри опухоли, с нормальными 
гепатоцитами из гистологически не измененной ткани 
печени (Zhang et al., 2022). Однако одного лишь анализа 
дифференциальной экспрессии недостаточно для понима-
ния механизмов опухолевой трансформации. На основе 
получаемых таким образом экспериментальных данных 
необходима реконструкция генных сетей – ансамблей 
координированно функционирующих генов, дающая цен
ную информацию о нарушениях молекулярных механиз
мов взаимодействия между генами, ответственных за раз- 
витие патологических процессов (Saik et al., 2019; Ivani
senko V.A. et al., 2022; Antropova et al., 2023; Butikova et 
al., 2025).

Цель нашей работы состояла в реконструкции и анализе 
генной сети регуляции апоптоза гепатоцитов при гепа-
тоцеллюлярной карциноме человека с использованием 
интегрированного подхода, основанного на комбинации 
данных одноклеточного транскриптомного анализа и про- 
граммно-информационной системы ANDSystem, пред-
назначенной для реконструкции генных сетей на основе 
автоматического анализа текстов научных публикаций и 
биомедицинских фактографических баз данных (Demen
kov et al., 2011; Ivanisenko V.A. et al., 2015, 2019). Система 
использует методы искусственного интеллекта и онтоло-
гическое описание предметной области, что обеспечи-
вает высокую полноту и точность извлечения знаний из 
различных источников экспериментальной информации 
(Ivanisenko T.V. et al., 2020, 2022, 2024). 

На основе сравнения транскриптомных данных scRNA-
seq для нормальных гепатоцитов и гепатоцитов, злока-
чественно трансформированных при ГЦК, мы выявили 
1853 дифференциально экспрессирующихся гена (ДЭГ). 
С использованием системы ANDSystem была реконструи-
рована сеть взаимодействий между ДЭГ и генами, анноти-
рованными в Gene Ontology (GO) как участники апоптоза 
(GO:0006915). Анализ полученной генной сети позволил 
выделить ряд ДЭГ, продукты которых, включая BCL2, 
NFKB1, FOXO1, MCL1, CDKN1A, ERBB2, IL8, EGR1, 

демонстрируют значимую связанность с компонентами 
сети апоптоза. При этом некоторые из указанных выше 
белков: CDKN1A, ERBB2, IL8, EGR1 – не были анно-
тированы в Gene Ontology как участники апоптоза, что 
подчеркивает их потенциальную новизну и значимость 
для понимания механизмов программируемой клеточной 
гибели при ГЦК. Кроме того, на основе анализа данных 
scRNA-seq было выявлено снижение экспрессии ключе-
вых ингибиторов апоптоза в клетках гепатоцеллюлярной 
карциномы. Этот результат позволяет предположить, что 
уклонение от апоптоза при ГЦК может быть обусловле-
но не усилением антиапоптотических механизмов, а, на- 
против, нарушением работы проапоптотических сигналь-
ных путей. Полученные результаты могут найти примене-
ние при планировании дальнейших экспериментальных 
исследований, направленных на изучение механизмов 
регуляции апоптоза в гепатоцитах при ГЦК. Они также 
представляют интерес для разработки таргетных терапев
тических стратегий, направленных на модуляцию апопто-
тических процессов в опухолевых клетках печени.

Материалы и методы
База данных GEO. Для анализа использованы данные 
секвенирования транскриптома одиночных клеток, полу-
ченные из образцов гепатоцеллюлярной карциномы (пер-
вичная опухоль) и парных гистологически нормальных 
тканей печени, доступные в базе данных Gene Expression 
Omnibus (GEO) NCBI под идентификатором GSE149614. 
Были проанализированы данные восьми пациентов (3, 4, 
5, 6, 7, 8, 9 и 10-го).

Анализ транскриптомных данных. Обработку дан-
ных секвенирования транскриптома одиночных клеток и 
последующий анализ выполняли с использованием па
кета Scanpy (v1.9.3) (Wolf et al., 2018) в среде Python. На
чальная фильтрация данных включала: 1) удаление кле
ток, в которых экспрессия была детектирована менее чем  
для 100 генов, и 2) удаление генов, экспрессия которых 
была детектирована менее чем в трех клетках. Норма-
лизацию выполняли с помощью функции scanpy.pp. 
normalize_total() c последующим преобразованием log1p. 
Кластеризацию клеток проводили с использованием ал-
горитма Лейдена (Traag et al., 2019). Дифференциально 
экспрессирующиеся (маркерные) гены для каждого вы-
явленного кластера клеток идентифицировали с помощью 
функции scanpy.tl.rank_genes_groups(), использующей 
критерий суммы рангов Уилкоксона.

На основании экспрессии известных маркерных генов 
гепатоцитов (ALB, HNF4A, SERPINA1, CYP3A4, TAT, 
TF) (Si-Tayeb et al., 2010) и результатов кластеризации от-
бирали клетки, классифицированные как гепатоциты. Для 
последующего сравнительного анализа экспрессии между 
опухолевыми и нормальными гепатоцитами формирова
ли псевдообъемные (pseudobulk) (Squair et al., 2021) об-
разцы для каждого пациента путем агрегации значений 
экспрессии по всем клеткам отдельно для опухолевой и 
нормальной ткани.

Статистически значимые различия в экспрессии генов 
между группой образцов pseudobulk опухолевых клеток 
и группой образцов pseudobulk нормальных гепатоцитов 
выявляли с помощью пакета DESeq2 (v1.42.0) (Love et 

https://doi.org/10.1186/s13059-017-1382-0
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al., 2014) в среде R. Дифференциально экспрессирую-
щиеся гены определяли на основе порога p-value < 0.05 
и |logFC| > 0.5. 

Построение генных сетей. Реконструкцию и анализ 
генной сети регуляции апоптоза гепатоцитов при гепа
тоцеллюлярной карциноме у человека выполняли с ис-
пользованием программно-информационной системы 
ANDSystem (Demenkov et al., 2011; Ivanisenko V.A. et al., 
2015, 2019). Эффективность ANDSystem была ранее по-
казана в ряде исследований, в том числе при реконструк-
ции сети регуляции апоптоза эндотелия при лимфедеме 
(Saik et al., 2019), а также при изучении молекулярных 
механизмов, связанных с гепатоцеллюлярной карциномой 
(Demenkov et al., 2023; Khlebodarova et al., 2023). Система 
также использовалась для интерпретации омиксных дан-
ных: метаболомных (Ivanisenko V.A. et al., 2022, 2024) и 
протеомных (Momynaliev et al., 2010; Larina et al., 2015), 
продемонстрировав свою универсальность и примени-
мость к различным типам данных и заболеваниям.

Реконструкция генной сети включала несколько эта
пов. На первом этапе с помощью Мастера запросов про
граммного модуля ANDVisio (Demenkov et al., 2011), пред- 
ставляющего собой графический пользовательский ин
терфейс в системе ANDSystem, была реконструирована 
ассоциативная генная сеть, включающая гены и их бел
ковые продукты, участвующие в апоптозе. Список  бе-
лок-кодирующих генов человека, вовлеченных в про-
цесс апоптоза, получили из базы данных (БД) The Gene 
Ontology Resource (https://geneontology.org/) для термина 
GO:0006915 apoptotic process.

На втором этапе был выполнен поиск новых белков, 
участвующих в регуляции апоптоза в гепатоцитах при 
развитии ГЦК. В качестве таковых мы рассматривали бел-
ки, не аннотированные в БД The Gene Ontology Resource 
как участники апоптоза, но регулирующие экспрессию 
исходных генов, вовлеченных в процесс апоптоза. Для 
поиска таких белков с помощью Мастера путей про-
граммы ANDVisio были найдены все прямые связи типа 
Expression regulation, Expression upregulation, Expression 
downregulation, Interaction от белковых продуктов всех 
ДЭГ, выявленных в эксперименте, к ДЭГ, вовлеченным, 
по данным Gene Ontology, в процесс апоптоза.

Затем была проведена оценка статистической значи-
мости уровня специфичности связи найденных белков с 
исходной генной сетью апоптоза, построенной на этапе 1. 
Показатель специфичности был определен как доля взаи-
модействий белка с генами сети по отношению к общему 
количеству взаимодействий этого белка на уровне генома. 
Статистическая значимость отклонения между наблю-
даемым числом взаимодействий анализируемого белка 
с генами сети и числом взаимодействий, ожидаемым по 
случайным причинам, была оценена с использованием 
гипергеометрического распределения:

P(X ≥ x) = 
min(N, n)

∑
k = x  

 n 
k  

M – n 
N – k  
M 
N

        
,

где M – общее количество белок-кодирующих генов в базе 
данных, n – количество генов в анализируемой генной 

сети, N – общее количество генов человека, взаимодей-
ствующих с исследуемым белком, x – количество генов 
сети, взаимодействующих с исследуемым белком.

Расчет p-значений выполняли с использованием би
блиотеки Python (scipy.stats.hypergeom). Для коррекции на 
множественное тестирование применяли поправку Бон
феррони (Наркевич и др., 2020), при которой ДЭГ счи-
тались статистически значимыми, если их скорректиро-
ванное по указанной поправке p-значение удовлетворяло 
условию p < 0.05. Все вычисления выполняли с исполь-
зованием библиотеки statsmodels и других стандартных 
инструментов Python. 

Таким образом, финальная генная сеть регуляции апо
птоза при развитии ГЦК включала как ДЭГ и их продукты, 
аннотированные в Gene Ontology как вовлеченные в про-
цесс апоптоза, так и белковые продукты ДЭГ, статистиче-
ски значимо связанные с этой генной сетью, но, по данным 
Gene Ontology, не участвующие в апоптозе.

Анализ генной сети. Для каждого компонента сети 
(гена или белка) с помощью ANDSystem рассчитывался 
показатель Network Connectivity, который представляет 
собой число других объектов сети, с которыми связан дан
ный компонент. Хабами генной сети считались белки и 
гены, значение Network Connectivity которых превышало 
критическое значение (квантиль), соответствующее значе-
нию p-value = 0.05. Значение квантиля рассчитывалось на 
основании анализа наблюдаемого распределения Network 
Connectivity всех вершин генной сети. Таким образом, 
количество связей в генной сети для хабов было статисти
чески значимым с p-value < 0.05.

Филостратиграфический анализ генной сети. Эво-
люционный возраст генов определяли с использованием 
базы данных GenOrigin (http://chenzxlab.hzau.edu.cn/) 
(Tong et al., 2021), которая содержит информацию об 
эволюционном возрасте генов различных организмов, 
установленную с помощью филостратиграфического ана
лиза. Для оценки статистической значимости различий в 
распределении генов разного возраста между полным на
бором белок-кодирующих генов человека и генами в ре
конструированной сети апоптоза гепатоцитов при разви
тии ГЦК был применен гипергеометрический тест. Ве-
роятность наблюдения m или более генов определенного 
возрастного интервала среди M генов сети рассчитывали 
с применением функции hypergeom.pmf из библиотеки 
SciPy. Анализ проводили для 20 возрастных интервалов, 
которые представлены в базе данных GenOrigin. При рас
четах использовали следующие параметры: N – общее ко- 
личество белок-кодирующих генов человека, n – количе-
ство белок-кодирующих генов человека в определенном 
возрастном интервале, M – количество генов в рекон-
струированной генной сети, m – количество генов сети в 
анализируемом возрастном интервале. Различия считали 
статистически значимыми при p < 0.05.

Функциональная аннотация наборов генов. Функцио
нальная аннотация набора генов, представленных в сети, 
проводилась с использованием веб-инструмента  Data
base for Annotation, Visualization and Integrated Discovery 
(DAVID 2021) (https://david.ncifcrf.gov/; Sherman et al., 
2022) с настройками по умолчанию. Анализ перепред-

https://david.ncifcrf.gov/
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ставленности терминов Gene Ontology, описывающих 
биологические процессы, молекулярные функции, клеточ-
ные компоненты, а также пути KEGG (иначе называемый 
анализом обогащения набора генов), который позволяет 
определить ключевые биологические процессы, связан-
ные с исследуемыми генами, выполняли для набора всех 
ДЭГ, выявленных при анализе транскриптома гепатоци-
тов, и ДЭГ, входящих в генную сеть регуляции апоптоза 
гепатоцитов. Оценка перепредставленности терминов 
Gene Ontology и путей KEGG в DAVID выполнялась с 
использованием точного критерия Фишера (Sherman et 
al., 2022). Показателем статистической значимости обо-
гащения считался p-value < 0.05 с поправкой Бонферро-
ни–Шидака (Šidák, 1967). 

Результаты

Анализ дифференциальной экспрессии генов при ГЦК
В результате сравнения транскриптомов одиночных кле-
ток – злокачественно трансформированных гепатоцитов 
опухоли и гепатоцитов нормальной ткани печени – было 
выявлено 1853 дифференциально экспрессирующихся 

гена. Данные по этим ДЭГ приведены в табл. S11. Среди 
этих ДЭГ 964 гена характеризовались увеличенной экс
прессией, а 889 генов – сниженной экспрессией в опухо
левых гепатоцитах по сравнению с нормальными клетка-
ми печени. Результаты функциональной аннотации ДЭГ, 
проведенной с использованием web-ресурса DAVID, а 
именно список статистически значимо перепредставлен-
ных терминов Gene Ontology и путей KEGG, приведены 
в табл.  S2 и S3. Десять наиболее значимых терминов 
(с наиболее высокой долей ДЭГ, ассоциированных с дан
ным термином, по отношению к общему числу ДЭГ), обо
значающих биологические процессы для генов с повы-
шенной и пониженной экспрессией, приведены в табл. 1. 

Для генов с повышенной экспрессией в злокачественно 
трансформированных клетках были достоверно перепред-
ставлены термины, связанные с делением клеток (№ 1, 2 в 
табл. 1), организацией хроматина (№ 3 в табл. 1), репара-
цией и репликацией ДНК (№ 4, 5 в табл. 1), сплайсингом 
мРНК (№ 6 в табл. 1), процессингом рибосомальной РНК 
(№ 7 в табл. 1), трансляцией белка (№ 8, 9 в табл. 1) и фол-
1 Табл. S1–S7, а также рис. S1 и S2 см. по адресу: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2025-29/appx33.xlsx

Таблица 1. Перепредставленные термины Gene Ontology для генов с повышенной и пониженной экспрессией  
в опухолевых гепатоцитах по сравнению с гепатоцитами гистологически нормальной ткани печени  
при гепатоцеллюлярной карциноме

Гены с повышенной экспрессией Гены с пониженной экспрессией

№ 
п/п

Термин Gene Ontology %* p-value** № 
п/п

Термин Gene Ontology %* p-value**

   1 GO:0051301~cell division  
(клеточное деление)

7.7 0.000    1 GO:0007165~signal transduction  
(передача сигналов)

12.4 0.000

   2 GO:0007059~chromosome segregation 
(сегрегация хромосом)

3.6 0.000    2 GO:0035556~intracellular signal transduction 
(внутриклеточная передача сигналов)

5.5 0.000

   3 GO:0006325~chromatin organization 
(организация хроматина)

3.1 0.020    3 GO:0045944~positive regulation of transcrip
tion by RNA polymerase II (позитивная регуля-
ция транскрипции РНК полимеразой II)

10.9 0.000

   4 GO:0006281~DNA repair  
(репарация ДНК)

3.7 0.005    4 GO:0000122~negative regulation of trans
cription by RNA polymerase II (негативная 
регуляция транскрипции РНК полимеразой II)

9.4 0.000

   5 GO:0006260~DNA replication  
(репликация ДНК)

2.8 0.000    5 GO:0045893~positive regulation  
of DNA-templated transcription  
(позитивная регуляция транскрипции)

6.6 0.021

   6 GO:0000398~mRNA splicing, via spliceo
some (сплайсинг мРНК в сплайсосомах )

2.8 0.004    6 GO:0006915~apoptotic process  
(процесс апоптоза)

7.0 0.000

   7 GO:0006364~rRNA processing  
(процессинг рибосомальной РНК)

2.7 0.000    7 GO:0043065~positive regulation of apoptotic 
process (позитивная регуляция апоптоза)

3.9 0.012

   8 GO:0006412~translation (трансляция) 3.4 0.000    8 GO:0043066~negative regulation of apoptotic 
process (негативная регуляция апоптоза)

5.3 0.017

   9 GO:0032543~mitochondrial translation 
(трансляция в митохондриях)

2.4 0.000    9 GO:0006954~inflammatory response 
(воспалительный процесс)

4.7 0.019

10 GO:0006457~protein folding  
(фолдинг белка)

3.3 0.000 10 GO:0016477~cell migration  
(миграция клеток)

4.0 0.000

* Доля генов, ассоциированных с данным термином, по отношению к общему числу генов с повышенной или сниженной экспрессией; ** p-value для 
статистической значимости перепредставленности термина Gene Ontology с поправкой Бонферрони–Шидака.

https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2025-29/appx33.xlsx
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2025-29/appx33.xlsx
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дингом белка (№ 10 в табл. 1). Для генов с повышенной 
экспрессией были достоверно перепредставлены пути 
KEGG, связанные с окислительным фосфорилированием 
(hsa00190:Oxidative phosphorylation) и репликацией ДНК 
(hsa03030:DNA replication) (см. табл. S2). 

Для генов с пониженной экспрессией были достоверно 
перепредставлены термины, описывающие внутрикле-
точную передачу сигналов (№ 1, 2 в табл. 1), регуляцию 
транскрипции (№ 3–5 в табл. 1), позитивную и негативную 
регуляцию апоптоза (№ 6–8 в табл. 1) воспаление (№ 9 в 
табл. 1), миграцию клеток (№ 10 в табл. 1), сигнальные 
пути рецепторов Т клеток (№ 10 в табл. S3), рецепторов 
тирозин-киназы (№ 11 в табл. S3).

Для генов с повышенной экспрессией были достоверно 
перепредставлены пути KEGG: сигнальный путь MAPK 
(hsa04010:MAPK signaling pathway), NF-κB (hsa04064: 
NF- κB signaling pathway), хемокинов (hsa04062: chemo
kine signaling pathway) и Т-клеток (hsa04660:T-cell receptor 
signaling pathway) (см. табл. S3). 

Генная сеть ДЭГ, вовлеченных в процесс апоптоза,  
по данным Gene Ontology
Как указано в разделе «Материалы и методы», реконструк-
ция генной сети регуляции апоптоза в гепатоцитах при 
развитии ГЦК осуществлялась в два этапа. С учетом из-
вестной важности апоптоза при развитии ГЦК (Hajizadeh 
et al., 2023; Ladd et al., 2024; Wu et al., 2024), а также вы-
явленной в нашем исследовании перепредставленности 
процессов апоптоза для генов с пониженной экспрессией 
(см. табл. 1) в малигнизированных гепатоцитах на первом 
этапе в генную сеть были включены гены и их белковые 
продукты, которые, по данным Gene Ontology, вовлечены 
в апоптоз и экспрессия которых в злокачественно транс-
формированных гепатоцитах отличалась от таковой в 
гепатоцитах гистологически нормальной ткани печени. Из 
746 белок-кодирующих генов (табл. S4), аннотированных 
в БД The Gene Ontology Resource для термина «процесс 
апоптоза» (GO:0006915 apoptotic process), 116 (16 % от 
общего числа генов, аннотированных в БД для данного 
термина) были дифференциально экспрессирующимися 
в малигнизированных гепатоцитах. Из них 49 генов ха-
рактеризовались повышенной экспрессией, а 67 генов – 
пониженной экспрессией в злокачественно перерожден-
ных гепатоцитах по сравнению со здоровыми клетками 
печени, что составило 42.2 и 57.8 % соответственно от 
числа 116 ДЭГ, вовлеченных в апоптоз. Ассоциативная 
генная сеть, реконструированная с помощью системы 
ANDSystem (рис. S1), включала 116 ДЭГ, вовлеченных в 
процесс апоптоза, и 116 их белковых продуктов. Характе-
ристики данной сети приведены в табл. 2 (колонка Генная 
сеть, этап 1), ее изображение на рис. S1, а список всех ее 
компонентов (белков и генов) – в табл. S5.

На втором этапе для выявления новых белков-регу
ляторов апоптоза при малигнизации гепатоцитов генная 
сеть, реконструированная на первом этапе, была расши-
рена белковыми продуктами всех ДЭГ, выявленных при 
сравнительном анализе транскриптома злокачественно 
трансформированных гепатоцитов и гепатоцитов гисто
логически нормальной ткани печени. При расширении 

сети были выбраны типы связей, относящиеся к регуляции 
экспрессии генов, – регуляция экспрессии (expression regu
lation), повышение экспрессии (expression upregulation), 
подавление экспрессии (expression downregulation), взаи
модействие (interaction). Установлено, что из 116  ДЭГ 
апоптоза экспрессия 68 генов (59 %) регулируется 223 бел- 
ками, являющимися продуктами генов, которые демон-
стрируют дифференциальную экспрессию в опухолевых 
гепатоцитах по сравнению с таковыми нормальной ткани 
печени, но не аннотированы в Gene Ontology как гены, 
вовлеченные в процесс апоптоза. Список этих генов при-
веден в табл. S6. Из них 102 генов характеризовались 
повышенной экспрессией, а экспрессия 121 гена была по
нижена. 

По данным функциональной аннотации, для генов с 
пониженной экспрессией достоверно перепредставлены 
( p-value c поправкой Бонферрони < 0.05) термины, опи-
сывающие биологические процессы адгезии лейкоцитов 
(GO:0007159~leukocyte cell-cell adhesion), хемотаксиса 
нейтрофилов (GO:0030593~neutrophil chemotaxis), кле-
точного деления (GO:0051301~cell division), а также регу-
ляцию сигнального пути PI3K/Akt (GO:0051897~positive 
regulation of phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B 
signal transduction). 

Далее для 223 найденных белков-кандидатов, потен-
циально вовлеченных в регуляцию апоптоза гепатоцитов 
при развитии ГЦК, была проведена оценка статистиче-
ской значимости уровня их специфической связанности с 
генной сетью регуляции апоптоза гепатоцитов. Для каж- 
дого белка рассчитывали вероятность того, что наблю
даемая доля его взаимодействий с генами сети по отно-
шению к общему числу его взаимодействий с белок-ко-
дирующими генами человека могла возникнуть случайно. 
В  результате анализа было идентифицировано 16 ДЭГ 
(11 генов с пониженной экспрессией и 5 генов с повышен-
ной экспрессией), статистически значимо ( p-value < 0.05 
с поправкой Бонферрони) связанных с 43 генами апоптоза 
(табл. 3). Как видно из табл. 3, наибольшим числом свя-
зей с ДЭГ, которые уже аннотированы в Gene Ontology 
как участники апопптоза, обладают продукты генов IL8, 
ERBB2, EGR1, TGFB2, CDKN1A. Белки, кодируемые гена-
ми CDN1A, ETS2, EGR1, BACH2, KLF5, FEN1, являются 
транскрипционными факторами согласно БД The Human 
Transcription Factors (Lambert et al., 2018; https://humantfs.
ccbr.utoronto.ca/).

Итоговая генная сеть апоптоза гепатоцитов при раз-
витии ГЦК представлена на рис. S2, а ее характеристики 
представлены в табл. 2 (колонка Генная сеть, этап  2). 
Список всех белков и генов генной сети представлен в 
табл. S7. Как видно из табл. 2, при расширении первона-
чальной генной сети апоптоза белками, регулирующими 
экспрессию генов апоптоза, увеличилось число связей 
всех типов, за исключением понижающей регуляции 
(downregulation). Хабы генной сети, т. е. объекты сети 
(гены или белки), значение Network Connectivity (число 
остальных объектов сети, связанных с данным объектом) 
которых превышало критическое значение (квантиль), со
ответствующее значению p-value = 0.05 (см. раздел «Ма-
териалы и методы»), приведены в табл. 4.

https://humantfs.ccbr.utoronto.ca/
https://humantfs.ccbr.utoronto.ca/
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Всего выявлено 11 хабов генной сети (см. табл.  4), 
10  из которых являются белками, и 1 ген MMP9, про-
дукт которого также вошел в число хабов генной сети. 
Согласно данным scRNA-seq (см. табл.  S1) экспрессия 
генов, кодирующих 3 белка, CDK1, MMP9, G3P, оказалась 
повышенной в злокачественно трансформированных ге-
патоцитах по сравнению с гепатоцитами гистологически 
нормальной ткани печени, а экспрессия генов, кодирую
щих 7  остальных белков, NFKB1, BCL2, A4, CDN1A, 
ERBB2, MCL1, FOXO1, была понижена. Гены, кодирую

щие два хаба генной сети, белки CDN1A и ERBB2, ранее 
не были аннотированы в Gene Ontology в качестве участ-
ников процесса апоптоза. 

Сеть регуляции экспрессии генов,  
вовлеченных в апоптоз гепатоцитов  
при развитии гепатоцеллюлярной карциномы
Учитывая выявленные при анализе scRNA-seq изменения 
в экспрессии генов, продукты которых вовлечены в апоп-
тоз гепатоцитов при развитии ГЦК, мы провели анализ 

Таблица 2. Характеристики ассоциативных сетей генов и белков, вовлеченных в апоптоз гепатоцитов  
при гепатоцеллюлярной карциноме

Показатель Генная сеть

первый этап второй этап

Число компонентов сети 238 248

    генов 116 116

    белков 116 132

Число взаимодействий 1512 1933

Из них следующие типы взаимодействий:

Экспрессия генов

Экспрессия (expression) 116 116

Дифференциальная экспрессия (differential expression)      2      2

Коэкспрессия (coexpression)      7      7

Взаимодействия белков

Взаимодействие (interaction) 259 385

Катализ (catalyze)    21    29

Расщепление (cleavage)      2      5

Модификация (modification)    34    50

Регуляторные взаимодействия

Регуляция (regulation)    85    95

Повышающая регуляция (upregulation)    69    79

Понижающая регуляция (downregulation)    24    24

Подавление экспрессии (expression downregulation) 122 134

Регуляция экспрессии (expression regulation) 309 385

Повышение экспрессии (expression upregulation) 165 213

Подавление активности (activity downregulation)    35    47

Регуляция активности (activity regulation)    60    79

Повышение активности (activity upregulation)    25    35

Подавление модификации (modification downregulation)    15    17

Регуляция модификации (modification regulation)    54    64

Усиление модификации (modification upregulation)    51    60

Подавление деградации (degradation downregulation)      9    12

Регуляция деградации (degradation regulation)    17    34

Усиление деградации (degradation upregulation)      7    21

Регуляция транспорта (transport regulation)    24    40
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Таблица 4. Хабы генной сети апоптоза гепатоцитов при гепатоцеллюлярной карциноме у человека

№ 
п/п

Тип объекта  
в сети

Имя объекта  
в сети

Имя белка/гена Число связанных 
объектов сети

p-value Экспрессия

   1 Белок NFKB1 Nuclear factor kappa B subunit 1 87 0.004 Понижена

   2 Ген MMP9 Matrix metallopeptidase 9 48 0.008 Повышена

   3 Белок BCL2 BCL2 apoptosis regulator 46 0.012 Понижена

   4 Белок A4 Amyloid beta precursor protein 43 0.016

   5 Белок CDN1A Cyclin dependent kinase inhibitor 1A 35 0.020

   6 Белок CDK1 Cyclin dependent kinase 1 33 0.024 Повышена

   7 Белок ERBB2 Erb-b2 receptor tyrosine kinase 2 31 0.028 Понижена

   8 Белок MMP9 Matrix metallopeptidase 9 29 0.036 Повышена

   9 Белок G3P Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 29 0.036

10 Белок MCL1 MCL1 apoptosis regulator, BCL2 family member 27 0.044 Понижена

11 Белок FOXO1 Forkhead box O1 27 0.044

Примечание. p-value – критическое значение (квантиль), рассчитанное на основании анализа наблюдаемого распределения Network Connectivity 
всех вершин генной сети. Жирным шрифтом отмечены белки, ранее не аннотированные в Gene Ontology как участники процесса апоптоза. 

Таблица 3. Список белков, кодируемых ДЭГ малигнизированных гепатоцитов, вовлеченных в регуляцию апоптоза  
при гепатоцеллюлярной карциноме, которые не аннотированы в Gene Ontology  
как участники апоптоза (GO:0006915 apoptotic process) 

№ 
п/п

Название 
белка

Имя белка Число связей Экспрессия p-value

ДЭГ Все

   1 IL8 Хемокиновый лиганд 8 с мотивом C-X-C (C-X-C motif chemokine ligand 8) 10 25 Понижена 0.00000

   2 ERBB2 Рецептор тирозин-киназы erb-b2 (erb-b2 receptor tyrosine kinase 2) 9 32 0.00025

   3 EGR1 Фактор раннего ответа на рост 1 (early growth response 1) 7 23 0.01576

   4 CDKN1A Ингибитор циклин-зависимой киназы 1A (cyclin dependent kinase inhibitor 1A) 6 35 0.00004

   5 TGFB2 Трансформирующий фактор роста бета 2 (transforming growth factor beta 2) 6 14 0.00861

   6 ETS2 Транскрипционный фактор ETS протоонкоген 2  
(ETS proto-oncogene 2 transcription factor)

5 8 0.00018

   7 KLF5 Транскрипционный фактор KLF5 (KLF transcription factor 5) 5 13 Повышена 0.00196

   8 SDF1 Хемокиновый лиганд 12 с мотивом C-X-C (C-X-C motif chemokine ligand 12) 5 15 Понижена 0.04080

   9 GELS Гельсолин (gelsolin) 4 14 0.00120

10 K2C7 Кератин 7 (keratin 7) 3 3 0.00071

11 IMA1 Кариоферин субъединица альфа 2 (karyopherin subunit alpha 2) 3 12 Повышена 0.00198

12 FEN1 Эндонуклеаза FEN1 (flap structure-specific endonuclease 1) 3 8 0.00576

13 NEP Неприлизин (neprilysin) 3 9 Понижена 0.00765

14 CDC20 Белок цикла клеточного деления 20 (cell division cycle 20) 3 19 Повышена 0.01919

15 NEUT Нейротензин (neurotensin) 3 4 0.02776

16 BACH2 Фактор транскрипции BACH2 (BTB domain and CNC homolog 2) 3 7 Понижена 0.03851

Примечание. Число связей ДЭГ – число связей (регуляция экспрессии) белка с генами, участвующими в апоптозе согласно Gene Ontology; Число 
связей Все – число связей белка со всеми компонентами итоговой генной сети (генами и белками); Экспрессия – направление изменения экспрессии 
гена в опухолевых гепатоцитах по сравнению с нормальными клетками (Повышена – повышенная экспрессия; Понижена – пониженная экспрессия); 
p-value  – статистическая значимость связи белка с генами апоптоза, вычисленная по гипергеометрическому тесту с поправкой Бонферрони. Белки 
отсортированы в порядке убывания значимости связи с генной сетью апоптоза. Жирным шрифтом выделены транскрипционные факторы, согласно 
БД The Human Transcription Factors (Lambert et al., 2018; https://humantfs.ccbr.utoronto.ca/).

https://humantfs.ccbr.utoronto.ca/
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регуляции экспрессии генов в итоговой генной сети апо
птоза при развитии ГЦК. Для этого мы выполнили филь
трацию связей в реконструированной сети, оставив толь
ко те белки, которые усиливают (тип связей expression 
upregulation, рис. 1) или подавляют (тип связей expression 
downregulation, рис. 2) экспрессию генов-компонентов 
итоговой генной сети регуляции апоптоза. 

Генная сеть активации экспрессии (см. рис. 1) включала 
в себя 38 белков, активирующих экспрессию 40 генов-ком-
понентов генной сети апоптоза. По данным ANDSystem, 
белок NFKB1 активирует экспрессию 15 генов, включая 
BCL2, MCL1, CFLAR и другие; IL8 – 5 генов; ERBB2 – 
4 гена; EGR1, SDF1 и TGFB2 – 3 гена; остальные белки 
генной сети активации экспрессии регулируют экспрес

Рис. 1. Генная сеть активации экспрессии генов-компонентов генной сети регуляции апоптоза при развитии ГЦК. 
Представлены только белки-компоненты генной сети регуляции апоптоза гепатоцитов при развитии ГЦК (см. рис.  S2), активирующие 
(тип связи expression upregulation) экспрессию генов-компонентов той же сети. 
Здесь и на рис. 2: Зеленой рамкой выделены белки и гены, экспрессия которых повышена, белки и гены с пониженной экспрессией 
не отмечены рамкой. Большими шарами выделены белки, которые ранее не были аннотированы в Gene Ontology как участники апоптоза.

Рис. 2. Генная сеть подавления экспрессии генов-компонентов генной сети регуляции апоптоза при развитии ГЦК. 
Представлены только белки-компоненты генной сети регуляции апоптоза гепатоцитов при развитии ГЦК (см. рис.  S2), подавляющие 
(тип связи expression downregulation) экспрессию генов-компонентов той же сети. 

Gene

Protein
Expression upregulation

Gene
Protein
Expression downregulation



A.V. Adamovskaya, I.V. Yatsyk, M.A. Kleshchev 
P.S. Demenkov, T.V. Ivanisenko, V.A. Ivanisenko

972 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2025 • 29 • 7

Reconstruction and analysis of the gene network 
regulating apoptosis in hepatocellular carcinoma

сию менее трех апоптотических генов. При этом по ре
зультатам анализа scRNA-seq в нашем исследовании (см. 
табл. S1) как перечисленные выше белки, так и их гены- 
мишени характеризуются сниженной экспрессией в зло- 
качественно трансформированных гепатоцитах по срав-
нению с гепатоцитами гистологически нормальной ткани 
печени. Экспрессия гена матриксной металлопротеиназы 
MMP9 с повышенной экспрессией активируется, по дан-
ным ANDSystem, пятью белками: MEIN1, PPIA, TRIB3, 
CHK1, FEN1, экспрессия которых также увеличена в ге
патоцитах опухоли. Кроме того, была повышена экспрес
сия белков CDC20, FEN1, KLF5 и их генов-мишеней.

Генная сеть подавления экспрессии (см. рис. 2) генов, 
участвующих в апоптозе при ГЦК, включала в себя 
15 белков, связанных взаимодействиями типа expression 
downregulation c 9 генами. Экспрессия гена MMP9, по дан-
ным ANDSystem, может быть подавлена пятью белками: 
NFKB1, GELS, NR4A1, FOXO1, EGR1, экспрессия генов 
которых снижена в малигнизированных гепатоцитах, по 
данным scRNA-seq, что может служить причиной повы-
шенной экспрессии этого гена, выявленной при анализе 
scRNA-seq. Экспрессия гена BCL2, который характери-
зуется сниженной экспрессией в злокачественно транс-
формированных гепатоцитах, может быть подавлена че-
тырьмя белками: CDK1, VDAC1, MMP9, CYC, экспрессия 
которых повышена в малигнизированных гепатоцитах по 
сравнению с гепатоцитами здоровой ткани печени. Среди 
белков, вовлеченных в регуляцию апоптоза при ГЦK, но 
не аннотированных в Gene Ontology как участники этого 
процесса, в генную сеть подавления экспрессии вошли 
белки EGR1, CDN1A, GELS, CDC20.

Филостратиграфический анализ генной сети
Анализ эволюционного возрастного распределения генов 
реконструированной генной сети апоптоза при ГЦК при-
веден на рис. 3. Доля генов в реконструированной генной 
сети статистически значимо ( p < 0.05, гипергеометриче-
ский тест) превышала таковую для всех белок-кодирую-
щих генов человека в следующих возрастных интервалах: 
1) 1480–1496 млн лет, 13  генов; 2) 952–1023 млн лет 
17 генов; 3) 797–824 млн лет, 5 генов; 4) 676–684, 14 генов. 

Обсуждение
Апоптоз представляет собой строго регулируемую и эво
люционно консервативную программу клеточной гибели, 
выполняющую ключевые функции в нормальных физио
логических процессах, таких как эмбриогенез и гомеостаз 
тканей во взрослом организме. Устойчивость к апоптозу – 
известная характеристика раковых клеток, обеспечиваю-
щая их выживание и рост опухоли (Kashyap et al., 2021). 
Однако в литературе имеются данные о том, что процессы 
апоптоза также могут быть активированы в опухолевых 
клетках, особенно на поздних стадиях развития новооб-
разования. Таким образом, несмотря на то что уклонение 
от апоптоза является хорошо известным онкогенным 
механизмом (Moyer et al., 2025), популяции опухолевых 
клеток не способны постоянно подавлять программу апо- 
птоза во всех клетках опухоли (обзор Morana et al., 2022). 
Это свидетельствует об определенных особенностях ре
гуляции апоптоза при развитии злокачественных новооб
разований в зависимости от стадии формирования опу
холи, типа ткани, из которой формируется опухоль, а 
также типа клеток, учитывая известную клеточную гете
рогенность опухолей (Li C. et al., 2020). Поэтому необ-
ходимо детальное изучение молекулярно-генетических 
механизмов апоптоза при развитии различных видов 
злокачественных новообразований, в частности ГЦК, 
именно на уровне отдельных клеток.

В настоящем исследовании на основе общедоступных 
данных scRNA-seq был проведен сравнительный анализ 
транскриптома злокачественно трансформированных 
гепатоцитов и гепатоцитов гистологически нормальной 
ткани печени и реконструирована генная сеть регуляции 
апоптоза в гепатоцитах при развитии гепатоцеллюлярной 
карциномы у человека. Анализ данных scRNA-seq и ре-
гуляции экспрессии генов в реконструированной генной 
сети показал, что в малигнизированных гепатоцитах по 
сравнению со здоровыми клетками снижена экспрессия 
генов NFKB1, BCL2 и MCL1, являющихся хабами генной 
сети (см. табл. 4). Известно, что белки BCL2 и MCL1 – 
ключевые ингибиторы апоптоза, поскольку они предот-
вращают активацию белков BAX/BAK, необходимых для 
увеличения мембранной проницаемости митохондрий и 

Рис. 3. Распределение эволюционного возраста генов реконструированной генной сети апоптоза гепатоцитов при развитии ГЦК. 
По оси X показаны возрастные интервалы генов, млн лет, в соответствии с базой данных GenOrigin, по оси Y – доля генов в каждом возрастном интер-
вале. Синими столбиками обозначено распределение полного набора генов, кодирующих белки человека, красными – распределение генов в рекон-
струированной сети апоптоза гепатоцитов при ГЦК. * – достоверность различий представленности генов в данном возрастном интервале в наборе всех 
белок-кодирующих генов человека по сравнению с таковой в реконструированной генной сети. 
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последующей активации эффекторных каспаз (Newton 
et al., 2024). Считается, что повышение экспрессии гена 
BCL2 – один из ведущих механизмов возникновения 
устойчивости клеток к апоптозу при их злокачественной 
трансформации (Moyer et al., 2025). Однако в нашем ис-
следовании показано снижение экспрессии генов BCL2 и 
MCL1 в гепатоцитах при ГЦК, которое, по данным анализа 
генной сети регуляции апоптоза, может быть обусловлено 
как снижением экспрессии белков, активирующих экс-
прессию BCL2 и MCL1, таких как NF-κB, SDF1, ERBB, 
IL8 (см. рис. 1), так и повышением экспрессии белков, 
подавляющих экспрессию BCL2 (см. рис. 2). 

Интересно отметить, что белок NFKB1 представляет 
собой главный хаб генной сети апоптоза гепатоцитов при 
развитии ГЦК (см. табл. 4) и важнейший белок генной 
сети активации экспрессии генов, вовлеченных в апоптоз 
гепатоцитов (см. рис. 2), который, по данным ANDSystem, 
способен активировать экспрессию целого ряда антиапо
птотических генов, включая BCL2 и MCL1. Известно, что 
в опухолях активация сигнального пути NF‐κB способ-
ствует выживанию, ингибируя апоптоз (Gupta et al., 2023), 
поэтому снижение экспрессии гена NFKB1, выявленное в 
нашем исследовании (см. табл. S1 и 4), вероятно, может 
повышать готовность гепатоцитов к апоптозу. С другой 
стороны, показано, что активация белка NFKB1 необхо-
дима для протекания апоптоза клеток по внешнему пути, 
индуцированному хемокинами, в частности IL1b (Wang P. 
et al., 2023), и опосредованному рецептором TNFR1 
(Moyer et al., 2025). Таким образом, снижение экспрессии 
гена NFKB1 в злокачественно трансформированных гепа-
тоцитах может, с одной стороны, способствовать апопто
зу злокачественно трансформированных гепатоцитов за 
счет ослабления экспрессии ингибиторов апоптоза, но, с 
другой стороны, препятствовать индукции апоптоза по 
внешнему пути, который требует активации белков NF- κB. 
Кроме того, согласно данным анализа scRNA-seq, в на-
шем исследовании (см. табл. S1) в гепатоцитах опухоли 
увеличена экспрессия генов проапоптотических белков, 
таких как BID, активатор BAX/BAK (Moyer et al., 2025), 
и FADD (FAS-associated death domain protein), который 
является важным компонентом внешнего пути апоптоза 
(Nagata et al., 2017; Kashyap et al., 2021). Один из хабов ген-
ной сети регуляции апоптоза – циклин-зависимая киназа 1 
(CDK1), экспрессия гена которой в малигнизированных 
гепатоцитах увеличена (см. табл.  S1). В исследовании 
G. Massacci и ее сотрудников (2023) показано, что CDK1 
фосфорилирует белки BCL2L1, BCL2 и MCL1, подавляя 
их антиапоптотические функции. Однако в этой же работе 
подчеркивается, что роль CDK1 в регуляции апоптоза 
может зависеть от различных экспериментальных условий 
и особенностей клеток. Таким образом, данные анализа 
scRNA-seq показывают снижение экспрессии ключевых 
антиапоптотических генов и повышение экспрессии важ
ных проапоптотических генов в злокачественно транс-
формированных гепатоцитах по сравнению со здоровыми 
гепатоцитами. Наши результаты свидетельствуют о том, 
что в условиях ГЦК снижения уровня антиапоптотических 
белков недостаточно для запуска апоптоза. Это позволяет 
предположить, что уклонение злокачественных гепатоци
тов от апоптоза путем повышения экспрессии ингиби-

торов апоптоза не является ведущим механизмом про-
грессирования ГЦК, которое может быть вызвано иными 
причинами, связанными, вероятно, с микроокружением 
гепатоцитов, в частности, с нарушением регуляции про-
цессов воспаления, что подтверждается исследованиями  
scRNA-seq (Lu et al., 2022; Jiang S. et al., 2024). Мы также 
считаем, что ключевой мишенью для терапии должна 
стать активация проапоптотических факторов, таких как 
каспаза. 

Известно, что белки NF-κB относятся к важнейшим ре
гуляторам воспаления и повышение их экспрессии сти-
мулирует воспалительный ответ (Wang P. et al., 2023). По
этому снижение экспрессии гена NFKB1, кодирующего 
один из членов этого семейства, NFKB1, согласуется с 
ослаблением в малигнизированных гепатоцитах экспрес-
сии генов, вовлеченных в воспалительный ответ, о чем 
свидетельствуют результаты функциональной аннотации 
ДЭГ (см. табл. 1). 

Поиск регуляторных связей ДЭГ, вовлеченных в кон-
троль апоптоза гепатоцитов при ГЦК, с белками – продук-
тами других ДЭГ, выявленных при анализе scRNA-seq, по-
зволил идентифицировать более 200 белков (см. табл. S6), 
которые потенциально могут изменять экспрессию генов, 
вовлеченных в контроль апоптоза гепатоцитов при раз-
витии ГЦК, хотя и не аннотированы в Gene Ontology как 
регуляторы данного процесса. Интересно отметить, что 
по результатам функциональной аннотации генов, коди-
рующих эти белки, в опухолевых клетках была снижена 
экспрессия генов, продукты которых участвуют в обес
печении миграции и адгезии лейкоцитов. Это хемокины 
(CCL5, CXCL2, CXCL8, CXCL1), трансформирующий фак-
тор роста бета 2 (TGFB2), тирозинкиназа (SYK), интегрин 
(ITGA4). Однако эти же белки, по данным ANDSystem, 
могут регулировать экспрессию важнейших узлов ген-
ной сети регуляции апоптоза гепатоцитов. В частности, 
CCL5 индуцирует экспрессию металлопротеиназы 9 
(MMP9) (Sevenich, Joyce, 2014) – одного из основных 
хабов реконструированной генной сети регуляции апо
птоза гепатоцитов при ГЦК. Mеталлопротеиназа 9 вхо-
дит в многофункциональное семейство цинк-зависимых 
эндопептидаз и активируется во время воспаления и при 
некоторых видах рака. Металлопротеиназы расщепляют 
белки внеклеточного матрикса и играют важнейшую роль 
в клеточном апоптозе, ангиогенезе, росте опухоли и ме-
тастазировании (Verma et al., 2015). Известно, что ММP9 
может индуцировать апоптоз (Liang et al., 2019). Полу-
ченные данные свидетельствуют о том, что снижение 
экспрессии генов, кодирующих важнейшие компоненты 
иммунной защиты, может способствовать прогрессиро-
ванию опухоли не только за счет ослабления иммунного 
ответа на трансформированные клетки, но и за счет вли-
яния на процессы апоптоза в них.

При этом предложенный ранее (Yatsyk et al., 2025) ста
тистический подход для оценки значимости связи опреде-
ленного белка или гена с генной сетью интереса, в данном 
случае апоптоза, и анализ реконструированной генной 
сети позволили приоритизировать ряд белков – потенци-
альных участников регуляции апоптотического процесса 
в гепатоцитах, изменение экспрессии которых с большой 
вероятностью может нарушать регуляцию апоптоза в ге-
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патоцитах и тем самым вносить вклад в возникновение и 
прогрессирование ГЦК. Эти белки, ERBB2, CDN1A, IL8, 
EGR1, статистически значимо связаны с генной сетью 
регуляции апоптоза в гепатоцитах при ГЦК и являются 
центральными регуляторами (хабами) генной сети, влияю
щими на большое число (более 20) ее узлов. 

Семейство гомологов вирусных онкогенов эритро-
бластного лейкоза (ERBB), в которое входит рецептор 
эпидермального фактора роста (EGFR) и белки ERBB2, 
ERBB3 и ERBB4, регулирует широкий спектр таких важ
ных клеточных функций, как выживание, рост и мигра-
ция клеток опухолей, и поэтому привлекает внимание в 
качестве мишени для лечения злокачественных новооб-
разований (Chen et al., 2024). Член этого семейства – белок 
ERBB2, экспрессия которого была снижена в малигнизи-
рованных гепатоцитах, по данным scRNA-seq, ранее не 
был аннотирован как белок, участвующий в регуляции 
апоптоза, хотя вошел в число статистически значимых 
хабов реконструированной генной сети регуляции апо
птоза (см. табл. 4). Однако было показано, что повышен-
ная экспрессия ERBB2 ассоциирована с ростом опухоли 
молочных желез, а подавление ERBB2 и ERBB3 приводит 
к индукции апоптоза в клетках опухоли молочных желез 
(Xiang et al., 2010). Хотя в литературе нет данных о роли 
ERBB2 в индукции апоптоза при ГЦК, анализ рекон-
струированной генной сети показывает, что этот белок 
регулирует ряд белков и генов, вовлеченных в апоптоз при 
ГЦК, в том числе NFKB1, AKT2, CDK1, MCL1, FOXO1.  
В частности, показано, что ERBB2 фосфорилирует ци
клин-зависимую киназу CDK1 и увеличивает устойчи-
вость раковых клеток к апоптозу, вызванному цитоста-
тическим противораковым препаратом Таксол (Vahedi et 
al., 2015). Также установлено, что ERBB2 является акти-
ватором экспрессии антиапоптотических генов NFKB1, 
AKT2, MCL1 (см. рис. 1), экспрессия которых, по данным 
scRNA-seq, снижена в малигнизированных гепатоцитах. 
Таким образом, ERBB2 – важное потенциальное звено 
регуляции апоптоза в гепатоцитах, а изменение его экс-
прессии может вносить вклад в развитие ГЦК. 

IL8, также известный как CXCL8, – провоспалительный 
хемокин семейства CXC. Повышенный уровень IL8 ассо-
циирован с неблагоприятным прогнозом при различных 
опухолях, в том числе при гепатоцеллюлярной карциноме. 
При ГЦК повышение экспрессии IL8 также связано с уси-
лением метастатического потенциала опухолевых клеток 
(Han et al., 2023). Нокдаун IL8 способствует индукции 
апоптоза в клетках ГЦК (Choi et al., 2016).

Белок CDN1A, также известный как CDKN1A, – инги-
битор циклинзависимой киназы 1А, кодируемый геном 
CDKN1A, не был ранее аннотирован в Gene Ontology как 
белок, вовлеченный в апоптоз, однако его роль в апоптозе 
при развитии ГЦК обсуждается в литературе (Thangavelu 
et al., 2024). В статьях подчеркивается, что роль CDN1A в 
регуляции апоптоза при развитии новообразований про
тиворечива, поскольку CDKN1A может как подавлять, так 
и активировать апоптоз (Manu et al., 2019). Согласно экспе-
риментальным данным белок CDKN1A служит мишенью 
белка p53 и может стимулировать апоптоз в клетках опу-
холи, активируя рецептор TNF или проапоптотический 
белок BAX, или регулировать внутренний путь апоптоза, 

изменяя проницаемость митохондриальной мембраны 
(Abbas, Dutta, 2009). Природное соединение N-транс-
ферулоилоктопамин может усиливать апоптоз опухоле-
вых клеток при ГЦК посредством его взаимодействия с 
CDKN1A (Ma et al., 2021). Данные ANDSystem показыва-
ют, что этот белок – одно из центральных звеньев генной 
сети регуляции апоптоза в гепатоцитах при развитии ГЦК. 
Он взаимодействует с другими хабами сети, в частности, 
с такими известными регуляторами апоптоза, как NFKB1, 
BCL2, CDK1. Однако анализ данных scRNA-seq показал, 
что экспрессия гена CDKN1A была снижена в опухолевых 
гепатоцитах по сравнению нормальными клетками печени 
(см. табл. 4). Таким образом, полученные данные свиде-
тельствуют о том, что ослабление экспрессии CDKN1A в 
гепатоцитах может быть важным звеном патогенеза ГЦК, 
способствуя уклонению опухолевых клеток от апоптоза, 
но его роль в регуляции апоптоза в гепатоцитах при ГЦК 
требует дальнейшего экспериментального исследования. 

Белок раннего ответа на рост 1 (EGR1) подавляет проли-
ферацию злокачественно трансформированных клеток и 
усиливает их апоптоз в опухолях многих тканей и органов, 
включая печень (обзор Wang B. et al., 2021). Кроме того, 
установлено, что EGR1 способен подавлять рост ГЦК, по-
давляя транскрипцию PFKL (phosphofructokinase-1, liver 
type), и ингибирует аэробный гликолиз в клетках опухоли 
(Pan et al., 2024). В нашем исследовании установлено, что 
EGR1, экспрессия которого снижена, является активато-
ром экспрессии генов (LCN2, NR3C1, NR4A1 (см. рис. 1)), 
вовлеченных в контроль апоптоза, экспрессия которых 
также снижена в малигнизированных гепатоцитах. Ре-
зультаты нашего исследования позволяют предположить, 
что снижение экспрессии EGR1 может быть одним из 
механизмов ослабления апоптоза при злокачественном 
перерождении клеток. 

Использование филостратиграфического анализа для 
оценки эволюционного возраста генов важно для ис-
следования эволюции генных сетей и идентификации их 
ключевых компонентов (Mustafin et al., 2021). Следует 
отметить, что эволюционный возраст большинства генов 
генной сети апоптоза гепатоцитов и возраст генов пере-
представленных возрастных интервалов более 600 млн 
лет (см. рис. 3), доля же относительно молодых генов 
невелика, что свидетельствует о консервативности ге-
нов генной сети и их важности для жизнедеятельности 
клетки. В частности, перепредставленная группа генов 
возрастом 1480–1496 млн лет соответствует времени фор
мирования механизмов симбиоза митохондрий и эука-
риотической клетки (Raval et al., 2023). На этих этапах 
симбиоза сформировались многие гены, ответственные за 
митохондриальные пути программированной клеточной 
смерти, включая ключевые факторы, регулирующие вы-
свобождение цитохрома С и управление окислительным 
стрессом, что отражало первоначальные адаптации для 
поддержания симбиотического баланса (Zmasek, Godzik, 
2013). Кроме того, в нашем исследовании выявлено стати-
стически значимое превышение доли генов в генной сети 
апоптоза гепатоцитов по сравнению с таковой во всем 
геноме человека в возрастном диапазоне 952–1023 млн 
лет. В этот возрастной диапазон, в частности, входят та-
кие белки, как BCL2, являющийся хабом генной сети, и 
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BCL2L1. Известно, что эти белки – ключевые ингибиторы 
апоптоза (Moyer et al., 2025). Ортологи генов семейства 
BCL2 обнаружены уже у губок (Porifera), плакозой (Pla
cozoa) и гидр (Hydra) (Banjara et al., 2020), т. е. на ранней 
стадии эволюции многоклеточных. Критическая роль 
апоптоза во врожденном и адаптивном иммунном ответе 
позволяет предположить, что эта функция возникла на 
ранних этапах эволюции многоклеточности. Вероятно, 
она предшествовала адаптации апоптоза для других про
цессов, таких как развитие, гомеостаз и удаление повреж-
денных клеток у Metazoa, что стало важной предпосылкой 
для возникновения сложных многоклеточных форм жизни 
(Suraweera et al., 2022). Таким образом, изменения в экс-
прессии генов гепатоцитов при развитии ГЦК затрагивают 
достаточно консервативные гены, включая хаб генной 
сети BCL2, которые помимо апоптоза могут регулировать 
и другие биологические процессы в клетке, обусловливая 
сложность регуляторных взаимодействий в клетке при 
злокачественной трансформации. 

Таким образом, в нашем исследовании впервые на 
основе интегрированного подхода, включающего анализ 
транскриптома гепатоцитов, а также реконструкцию и 
анализ генной сети ДЭГ, вовлеченных в апоптоз, были 
получены данные об особенностях регуляции апоптоза 
гепатоцитов при развитии ГЦК у человека. Получен-
ные результаты, показывающие снижение экспрессии 
ключевых генов – ингибиторов апоптоза, поддержива-
ют представление о том, что уклонение от апоптоза не 
всегда характерно для раковых клеток и роль апоптоза в 
развитии злокачественных новообразований зависит от 
типа клеток, ткани и микроокружения опухолевых клеток 
(Morana et al., 2022). Кроме того, ослабление в злокаче-
ственно трансформированных гепатоцитах экспрессии 
генов, вовлеченных в контроль воспаления, а также белка 
NFKB1 – ключевого регулятора воспалительного процес-
са (Wang P. et al., 2023), позволяет предположить важную 
роль взаимодействия гепатоцитов с иммунной системой 
организма при развитии ГЦК, что требует дальнейшего 
экспериментального и теоретического исследования. Вы-
явленные хабы генной сети (NFKB1, MMP9, BCL2, A4, 
CDN1A, CDK1, ERBB2, G3P, MCL1, FOXO1) могут быть 
полезны в качестве мишеней для модуляции апоптоза в 
гепатоцитах при лечении ГЦК, что в настоящее время 
является перспективным направлением (Ladd et al., 2024; 
Wu et al., 2024) терапии этого вида злокачественных 
новообразований.

Заключение
Анализ данных scRNA-seq нормальных и злокачественно 
трансформированных гепатоцитов показал изменения 
в экспрессии генов, вовлеченных в контроль апоптоза 
гепатоцитов при ГЦК, при этом в злокачественно транс-
формированных гепатоцитах была снижена экспрессия 
генов ключевых ингибиторов апоптоза, BCL2 и MCL1, 
и уменьшена экспрессия генов, вовлеченных в воспали-
тельный ответ. Полученные результаты свидетельствуют 
о том, что уклонение гепатоцитов от апоптоза путем по-
вышения экспрессии ключевых ингибиторов апоптоза, 
по-видимому, не является характерной особенностью ге
патоцитов при развитии ГЦК. Реконструкция и анализ 

генной сети регуляции апоптоза гепатоцитов при ГЦК 
показали, что уменьшение экспрессии гена NFKB1 может 
быть важным фактором, обусловливающим уменьшение 
экспрессии целого ряда генов, вовлеченных в контроль 
апоптоза, включая BCL2 и MCL1. Кроме того, реконструк-
ция и анализ генной сети апоптоза гепатоцитов при ГЦК 
позволили выявить ряд ключевых генов: NFKB1, MMP9, 
BCL2, A4, CDN1A, CDK1, ERBB2, G3P, MCL1, FOXO1, 
которые одновременно демонстрируют дифференциаль-
ную экспрессию в малигнизированных гепатоцитах по 
сравнению со здоровыми гепатоцитами и служат хабами 
генной сети апоптоза гепатоцитов при развитии ГЦК. 
Нарушение экспрессии этих генов может приводить к 
дисрегуляции апоптоза в опухолевых клетках. 

Среди ДЭГ также были идентифицированы гены 
(CDKN1A, ERBB2, IL8, EGR1), которые хотя и не были 
аннотированы в Gene Ontology как участники апоптоза, 
но число регуляторных взаимодействий их продуктов с 
генами, вовлеченными в апоптоз, статистически значимо 
превышало ожидаемое по случайным причинам согласно 
оценке на основе гипергеометрического распределения. 
Это позволяет считать, что белки, кодируемые этими ге
нами, играют специфическую роль в регуляции апоптоза 
гепатоцитов при ГЦК и являются перспективными кан-
дидатами для дальнейшего изучения.

Полученные результаты могут быть использованы 
при планировании дальнейших экспериментальных ис-
следований по изучению особенностей регуляции апоп-
тоза гепатоцитов при ГЦК. Выдвинутые гипотезы могут 
способствовать разработке таргетных терапевтических 
стратегий, направленных на модуляцию программируе-
мой клеточной гибели в злокачественных клетках печени.
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