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Аннотация. Вирус гепатита С (ВГС) считается фактором риска для возникновения гепатоцеллюлярной карци-
номы (ГЦК). Известно, что большую роль в молекулярно-генетических механизмах вирус-индуцированного 
онкогенеза играют эпигенетические изменения. Аберрантное метилирование ДНК служит медиатором эпиге-
нетических изменений, которые тесно связаны с патогенезом ГЦК, и признано биомаркером для его ранней 
диагностики. С помощью ANDSystem проведены реконструкция и оценка статистической значимости путей 
потенциальной регуляции вирусными белками ВГС 32 генов человека, гиперметилированных при ГЦК. Среди 
исследованных генов были как онкосупрессоры, так и проопухолевые гены, идентифицированных по данным 
полногеномного анализа метилирования ДНК. Реконструированы регуляторные пути, включающие белок-бел-
ковые взаимодействия, регуляцию экспрессии генов, регуляцию активности, стабильности и транспорта белков. 
Среди статистически значимых оказались пути регуляции экспрессии. Показано, что восемь из десяти белков 
ВГС являются участниками данных путей. Белок ВГС NS3 был вовлечен в наибольшее число регуляторных путей. 
NS3 связан с регуляцией пяти генов-онкосупрессоров, что может свидетельствовать о его центральной роли в 
патогенезе ГЦК. Анализ реконструированных путей показал, что при ингибировании транскрипционных фак-
торов в результате связывания с вирусными белками, экспрессия ряда онкосупрессоров (WT1, MGMT, SOCS1, 
P53) подавлялась, тогда как экспрессия других (RASF1, RUNX3, WIF1, DAPK1) активировалась. Таким образом, с 
помощью реконструкции генных сетей показано, что вирусные белки гепатита С способны влиять не только на 
статус метилирования генов-онкосупрессоров, но и на их транскрипционную регуляцию. Полученные резуль-
таты могут быть использованы при поиске фармакологических мишеней для разработки новых средств против 
ГЦК, индуцированной ВГС.
Ключевые слова: гепатоцеллюлярная карцинома; вирус гепатита С; регуляция экспрессии; гиперметилирование; 
регуляторные пути; генные сети; биоинформатика.
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Abstract. Hepatitis C virus (HCV) is a risk factor that leads to hepatocellular carcinoma (HCC) development. Epigenetic 
changes are known to play an important role in the molecular genetic mechanisms of virus-induced oncogenesis. 
Aber rant DNA methylation is a mediator of epigenetic changes that are closely associated with the HCC pathogenesis 
and considered a biomarker for its early diagnosis. The ANDSystem software package was used to reconstruct and 
evaluate the statistical significance of the pathways HCV could potentially use to regulate 32 hypermethylated genes 
in HCC, including both oncosuppressor and protumorigenic ones identified by genome-wide analysis of DNA methyla-
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tion. The reconstructed pathways included those affecting protein-protein interactions (PPI), gene expression, protein 
activity, stability, and transport regulations, the expression regulation pathways being statistically significant. It has 
been shown that 8 out of 10 HCV proteins were involved in these pathways, the HCV NS3 protein being implicated 
in the largest number of regulatory pathways. NS3 was associated with the regulation of 5 tumor-suppressor genes, 
which may be the evidence of its central role in HCC pathogenesis. Analysis of the reconstructed pathways has demon-
strated that following the transcription factor inhibition caused by binding to viral proteins, the expression of a number 
of oncosuppressors (WT1, MGMT, SOCS1, P53) was suppressed, while the expression of others (RASF1, RUNX3, WIF1, 
DAPK1) was activated. Thus, the performed gene-network reconstruction has shown that HCV proteins can influence 
not only the methylation status of oncosuppressor genes, but also their transcriptional regulation. The results obtained 
can be used in the search for pharmacological targets to develop new drugs against HCV-induced HCC.
Key words: hepatocellular carcinoma; hepatitis C virus; expression regulation; methylation; regulatory pathways; gene 
networks; bioinformatics.
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Введение
По статистике за 2020 г. рак печени признан третьей по 
значимости причиной смерти от рака в мире. За этот же 
год в мире было зарегистрировано более 900 тыс. новых 
случаев этой патологии (International Agency for Research 
on Cancer, https://gco.iarc.fr/today/home). Доминирующим 
типом первичного рака печени (~90 % случаев) являет-
ся гепатоцеллюлярная карцинома (ГЦК) (Llovet et al., 
2016). Развитие ГЦК может быть вызвано действием 
факторов риска, таких как воздействие афлатоксина, упо-
требление алкоголя, заражение вирусами гепатита B или 
С (ВГС), цирроз печени, неалкогольная жировая болезнь 
печени, неалкогольный стеатогепатит, метаболический 
синдром, ожирение, диабет II типа и генетическая пред-
расположенность (McGlynn et al., 2021).

В настоящее время накоплено множество данных по 
ассоциации ВГС с нарушениями функций печени, раз-
витием цирроза и ГЦК (Rabaan et al., 2020). Проникая 
в организм, ВГС стремится осуществлять контроль над 
биологическими процессами, протекающими в клетках 
хозяина, с целью повышения своей выживаемости и 
эффективности репликации. Более чем у 70 % первично 
инфицированных заболевание принимает хроническое 
течение, при котором у больных наблюдается прогресси-
рующий фиброз и цирроз печени на фоне ее длительного 
воспаления (Jaroszewicz et al., 2015). Используя различ-
ные механизмы для кооптации инфицированных клеток, 
вирус может непреднамеренно привести к развитию ГЦК 
(D’souza et al., 2020). Однако молекулярно-генетические 
механизмы вирус-индуцированного канцерогенеза до сих 
пор плохо изучены.

Кроме того, патогенез ГЦК связан с эпигенетическими 
модификацими, а аберрантное метилирование ДНК яв-
ляется медиатором эпигенетических изменений (Fernán-
dez-Barrena et al., 2020) и может служить биомаркером 
для ранней диагностики ГЦК (Zhang С. et al., 2016; Xu 
et al., 2017).

Для установления функциональных связей между гена-
ми и выяснения молекулярных механизмов биологических 
процессов широкое применение нашли методы рекон-
струкции генных сетей. Ранее нами была разработана 
про граммно-информационная система ANDSystem, пред-

назначенная для реконструкции генных сетей на основе 
знаний, экстрагированных из фактографических баз дан-
ных и извлеченных с помощью методов текст-майнинга 
из научных публикаций (Ivanisenko V.A. et al., 2015, 2019; 
Ivanisenko T.V. et al., 2020). С применением ANDSystem 
были реконструированы молекулярные механизмы ряда 
патологий: преэклампсия (Glotov et al., 2015), туберкулез 
(Bragina et al., 2016), коморбидные состояния астмы и 
гипертонии (Saik et al., 2018), COVID-19 (Ivanisenko N.V. 
et al., 2020), жизненный цикл ВГС (Saik et al., 2016) и др.

В настоящей работе с использованием ANDSystem 
 проведена реконструкция регуляторных путей, описы ваю-
щих потенциальные механизмы модуляции гиперметили-
рованных при ГЦК генов белками ВГС. В анализе были 
рассмотрены 32 гена, известных как гиперметилирован-
ные маркеры ГЦК. Среди семи типов реконструирован-
ных регуляторных путей, включающих белок-белковые 
взаимодействия, регуляцию экспрессии генов, регуляцию 
активности, стабильности и транспорта белков, статисти-
чески значимыми оказались пути регуляции экспрессии 
генов. Выявлено девять генов-маркеров, которые потен-
циально могут быть подвержены регуляции со стороны 
белков ВГС. Среди них три гена-супрессора ГЦК (MGMT, 
SOCS1 и TP53) могут быть подвержены негативной регу-
ляции, а ген-супрессор апоптоза (TERT ) – положительной 
регуляции.

Материалы и методы
Гены, гиперметилированные при ГЦК. Информация 
о генах, находящихся в гиперметилированном состоянии 
при ГЦК, была взята из опубликованных статей (табл. 1). 
Рассматривались только те гены, гиперметилирование 
которых ассоциировано с ГЦК, что было показано с по-
мощью анализа и метаанализа в опубликованных работах. 
Схематичное описание алгоритма обработки данных 
представлено на рис. 1.

Реконструкция регуляторных путей проводилась 
с помощью программно-информационной системы 
ANDSystem (Ivanisenko V.A. et al., 2019). Данная система 
была разработана для реконструкции генных сетей на 
основе автоматического анализа текстов научных пуб-
ликаций и фактографических баз данных. ANDSystem 
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включает в себя базу знаний, содержащую более 40 млн 
фактов о молекулярно-генетических взаимодействиях, 
включая физические межмолекулярные взаимодействия, 
регуляцию экспрессии генов, регуляцию активности, ста-
бильности и транспорта белков. Работа над реконструкци-
ей и анализом генных сетей в ANDSystem осуществляется 
в программе ANDVisio. Для реконструкции регуляторных 
путей использовалась функция Pathway Wizard, реализо-
ванная в ANDVisio, которая по заданному шаблону выпол-
няет поисковые обращения к базе знаний. Схематическое 
описание шаблонов приведено в табл. 2.

Например, шаблон Р4 означает поиск всех возможных 
молекулярно-генетических путей в базе знаний ANDSys-
tem, удовлетворяющих следующему требованию: первым 

участником пути является вирусный белок (Vp); вторым 
участником – белок человека (Hp); третьим – ген человека 
из списка генов-мишеней (Tg); последним – белок (Tp), 
кодируемый Tg. Далее по тексту в качестве генов-ми-
шеней будут рассматриваться гены-маркеры ГЦК. Взаи-
модействия между участниками пути представлены сле-
дующими типами: Vp и Hp связаны белок-белковыми 
взаимодействиями (PPI ); Hp и Tg – взаимодействием по 
типу «регуляция экспрессии» (Exp reg), где Hp – регулятор 
экспрессии гена Tg; Tg и Tp – взаимодействием по типу 
«экспрессия» (Exp), т. е. белок Tp является продуктом экс-
прессии гена Tg. Примеры реконструкции регуляторных 
путей в ANDSystem с использованием шаблонов представ-
лены в предыдущей работе (Ivanisenko V.A. et al., 2022).

Таблица 1. Список гиперметилированных генов, использованных в анализе

Ген Кодируемый белок Литературный источник

APC Adenomatous polyposis coli Zhang С. et al., 2016

COL7A1 Collagen alpha-1(VII) chain Schulze et al., 2015

COL16A1 Collagen alpha-1(XVI) chain »

DAPK1 Death-associated protein kinase 1 Zhang C. et al., 2016

DSE Dermatan-sulfate epimerase Cheng et al., 2018

FAM55C NXPE family member 3 »

FAT4 Protocadherin Fat 4 Schulze et al., 2015

GALNT3 Polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 3 Cheng et al., 2018

GSTP1 Glutathione S-transferase P Zhang C. et al., 2016

IGFALS Insulin-like growth-factor–binding protein, acid labile subunit Neumann et al., 2012

KCNA3 Potassium voltage-gated channel subfamily A member 3 Hernandez-Meza et al., 2021

LDHB L-lactate dehydrogenase B chain »

MGMT O6-methylguanine-DNA methyltransferase Zhang C. et al., 2016

NEBL Nebulette Cheng et al., 2018

NEFH Neurofilament heavy polypeptide Revill et al., 2013

OPCML Opioid binding protein/cell adhesion molecule-like Zhang C. et al., 2016

TP53 Cellular tumor antigen p53 »

PER3 Period circadian protein homolog 3 Neumann et al., 2012

PRDM2 PR domain containing 2 Zhang C. et al., 2016

PROZ Vitamin K-dependent protein Z Neumann et al., 2012

RARβ Retinoic acid receptor beta Zhang C. et al., 2016

RASSF1A Ras association domain-containing protein 1 »

RUNX3 Runt-related transcription factor 3 »

SFRP1 Secreted frizzled-related protein 1 »

SMPD3 Sphingomyelin phosphodiesterase 3 Revill et al., 2013

SOCS1 Suppressor of the cytokine signalling 1 Zhang C. et al., 2016

SPINT2 Serine peptidase inhibitor, Kunitz type, 2 Zhang C. et al., 2016; Hernandez-Meza et al., 2021 

TERT Telomerase reverse transcriptase Zhang H. et al., 2015

TSPYL5 Testis-specific Y-encoded-like protein 5 Hernandez-Meza et al., 2021

TTC36 Tetratricopeptide repeat protein 36 Jing et al., 2022

WIF1 WNT inhibitory factor 1 Zhang C. et al., 2016

WT1 Wilms tumor 1 »
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Оценка статистической значимости регуляторных 
путей. С помощью шаблонов из табл. 2 рассчитывалось 
число генов-маркеров K, являющихся участниками ре-
гуляторных путей, а также число таких участников из 
выборки контрольных генов. Вероятность наблюдения 
по случайным причинам числа K оценивалась с помощью 
стандартного гипергеометрического распределения с ис-
пользованием функции hypergeom из пакета SciPy 1.8.0 
(https://scipy.org). Для статистической обработки в каче-
стве контроля была взята группа генов, предложенная в 
работе (Hoshida et al., 2008) для предсказания исхода за-
болевания ГЦК по уровню их экспрессии.

Результаты

Реконструкция потенциальных регуляторных путей 
влияния белков ВГС на гены-маркеры ГЦК
На начальном этапе исследования была собрана группа 
гиперметилированных генов-маркеров ГЦК (см. табл. 1). 
Список был сформирован на основе опубликованных 
дан ных полногеномного анализа метилирования ДНК и 
включал 30 генов, экспрессия которых по данным прове-
денных исследований была снижена при гепатоцеллюляр-
ной карциноме, и два гена (WT1 и TERT) с повышенной 
экспрессией. 

Для реконструкции регуляторных путей использовалась 
программно-информационная система ANDSystem. Поис-
ковые запросы к базе знаний ANDSystem основывались на 
шаблонах регуляторных путей, представленных в табл. 2. 
Шаблоны описывают различные типы регуляторных пу-
тей, определяемые разными комбинациями молекулярно-
генетических взаимодействий, включая белок-белковые 
взаимодействия, регуляцию экспрессии генов, регуляцию 
активности, стабильности и транспорта белков.

Анализ статистической значимости регуляторных пу-
тей, автоматически реконструированных ANDSystem по 
заданным шаблонам, показал, что среди семи проанали-

зированных типов значимыми оказались пути регуляции 
экспрессии (шаблон Р4 в табл. 3). Данный шаблон опи-
сывает регуляторные пути, включающие четыре участ-
ника: 1) вирусные белки; 2) транскрипционные факторы 
человека, вовлеченные в белок-белковые взаимодействия 
с вирусными белками; 3) гены-маркеры, представленные 
в табл. 1, экспрессия которых регулируется транскрипци-
онными факторами-участниками под номером 2; 4) бел-
ки-продукты генов-маркеров.

Генная сеть, описывающая пути регуляции генов-мар-
керов ГЦК белками ВГС, включает восемь белков вируса 
гепатита С, семь промежуточных белков-посредников из 
числа белков хозяина, участвующих в белок-белковых 
взаимодействиях с белками ВГС, и девять генов (DAPK1, 
SOCS1, MGMT, RASSF1, RUNX3, TP53, WIF1, WT1, TERT ), 
аберрантная экспрессия которых коррелирует с прогрес-
сией ГЦК (рис. 2). 

Составление списка  
гиперметилированных генов  

из опубликованных работ

Построение шаблонов 
регуляторных путей

Отбор генов,  
ассоциированных  

с гепатокарциномой

Реконструкция  
регуляторных путей  

в ANDSystem
Оценка  

статистической значимости 
найденных путей

Анализ статистически значимых 
 регуляторных путей от вируса гепатита С к генам, 

гиперметилированным при гепатокарциноме

Рис. 1. Схематичное описание алгоритма обработки данных.

Таблица 2. Шаблоны для поиска регуляторных путей, 
описывающих модуляцию вирусными белками  
генов-маркеров ГЦК 

N  
шаблона

 Схема шаблона

P1 Vp Tp

P2 Vp Hp Tp

P3 Vp Hp               Tp

P4 Vp Hp Tg Tp

P5 Vp Hp Hg Hp Tg Tp

P6 Vp Hp Hg Hp               Tp

P7 Vp Hp Hg Hp Tp

Примечание. Vp – белки вируса гепатита С; Hp – любые белки человека, 
участвующие во взаимодействиях; Hg – любые гены человека, участвую-
щие во взаимодействиях; Tg – гены-мишени (гены-маркеры гепатокарци-
номы); Tp – белки-мишени (кодируемые Tg); PPI – белок-белковые взаимо-
действия; Act/Stab/Pr/PPM/Tr  – регуляция активности или стабильности, 
или протеолиз, или посттрансляционные модификации, или транспорт; 
Exp reg – регуляция экспрессии генов; Exp – экспрессия генов (наработка 
белков).

PPI

PPI PPI

Exp reg

Act/Stab/Pr/PPM/Tr

Act/Stab/Pr/PPM/Tr

PPI

Exp reg

Exp reg

Exp reg

Exp reg

Exp

Exp Exp

Exp

Exp

PPI

PPI

PPI

PPI PPI

Таблица 3. Результаты оценки значимости регуляторных 
путей, описываемых разными шаблонами 

Шаблон 
регуляторного 
пути

Количество генов-маркеров, 
участников регуляторного 
пути

P-val FDR

P1 0 – –

P2 15 0.52 0.62

P3 5 0.17 0.34

P4 9 0.0054 0.032

P5 21 0.047 0.14

P6 10 0.39 0.58

P7 23 0.83 0.83

Примечание. P-val – уровень статистической значимости; FDR – уровень 
статистической значимости с учетом множественного сравнения по ме-
тоду False discovery rate (ожидаемая доля ложных отклонений).
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Анализ регуляторных путей влияния белков ВГС  
на гены-маркеры ГЦК
В регуляторных путях оказались задействованы восемь из 
десяти белков ВГС и шесть генов человека, являющихся 
промежуточными участниками, с которыми вирусные бел-
ки могут образовывать белковые гетерокомплексы. Среди 
последних транскрипционные факторы: STAT3 (Signal 
transducer and activator of transcription 3), NR4A1 (Nuclear 
receptor subfamily 4 group A member 1), JUN (c- Jun/activa-
tor protein 1), BCL6 (B-cell lymphoma 6 protein), а также 
трансмембранный рецептор NOTC1 (neurogenic locus notch 
homolog protein 1) и гистонметилтрансферазы SMYD3 
(lysine methyltransferase SET and MYND domain contain-
ing protein 3).

Наибольшее число вирусных белков было связано с 
регуляцией RUNX3 и WT1. Шесть вирусных белков (NS4A, 
Core, p23, gp32, NS1 и NS5B) взаимодействовали с NR4A1, 
который является общим регулятором экспрессии этих 
двух генов-маркеров ГЦК.

Если анализировать взаимодействия вирусных белков с 
клеточными регуляторами экспрессии, то можно увидеть, 
что белок NS3 (p70) потенциально может регулировать 
экспрессию пяти генов-супрессоров опухоли и TERT. 

Рассмотрим возможности реализации этих регулятор-
ных путей более подробно.

p8, p21, p68, gp32, p23, NS1/NR4A1/RUNX3, WT1. 
Данный регуляторный путь предполагает возможность 
влияния шести вирусных белков (p8, p21, p68, gp32, p23, 
NS1) ВГС на развитие гепатокарциномы через контроль 
активности генов RUNX3 и WT1 транскрипционным фак-
тором NR4A1. Действительно, транскрипционный фактор 
NR4A1 напрямую взаимодействует с промоторами генов 
RUNX3 и WT1, супрессируя активность RUNX3 и активи-
руя WT1 (Nowyhed et al., 2015; Zong et al., 2017). Оба фак-
тора участвуют в регуляции апоптоза. Так, RUNX3 спо-
собствует активации внешнего, TRAIL- индуцированно-
го пути апоптоза (Kim et al., 2019), а WT1 контролирует 
митохондриальный (внутренний) путь апоптоза через ре-
гуляцию гена антиапоптотического белка Bcl-2, причем в 
зависимости от типа клеток оказывает на экспрессию гена 
Bcl-2 как позитивное, так и негативное действие (Mayo et 
al., 1999; Loeb, 2006). Показано, что при ГЦК наблюдается 
повышенная экспрессия гена WT1, которая обусловлена 
гиперметилированием его промотора и коррелирует с 
плохим прогнозом заболевания (Sera et al., 2008; Mžik 
et al., 2016). Эти данные позволяют предположить, что 
роль WT1 в прогрессии ГЦК связана с блокированием 
апоптоза.

Экспериментально показано, что коровый белок ви-
руса гепатита С ингибирует экспрессию генов NR4A1 и 

Рис. 2. Генная сеть, включающая статистически значимые регуляторные пути влияния вирусных белков на экспрессию генов-
маркеров ГЦК, реконструированная с помощью ANDSystem по шаблону Р4.
Белки вируса гепатита С (желто-красные большие шарики) – p8 (Non-structural protein 4A, NS4A), p21 (Core, Capsid protein C), p23 (Protea-
se NS2-3), gp32 (Envelope glycoprotein E1), NS1 (Envelope glycoprotein E2), p56 (NS5A), p68 (NS5B), p70 (Hepacivirin, NS3); промежуточные 
посредники (сине-красные шарики): BCL6 (B-cell lymphoma 6 protein), NOTC1 (neurogenic locus notch homolog protein 1), NR4A1 (Nuc lear 
receptor subfamily 4 group A member 1), JUN (c-Jun/activator protein 1), SMYD3 (lysine methyltransferase SET and MYND domain containing 
protein 3), STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3); гиперметилированные гены (выделены белыми рамками) и их бел-
ковые продукты: DAPK1 (Death associated protein kinase 1), MGMT (Methylated-DNA-protein-cysteine methyltransferase), RASSF1 (Ras as-
sociation domain family member 1), RUNX3 (Runt-related transcription factor 3), SOCS1 (Suppressor of cytokine signaling 1), TERT (telomerase 
reverse transcriptase), TP53 (Tumor protein p53), WIF1 (Wnt inhibitory factor 1), WT1 (Wilms tumor protein).
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RUNX3 в инфицированных клетках (Tan, Li, 2015), способ-
ствуя подавлению внешнего пути апоптоза. С помощью 
Y2H тес та (two hybrid test) выявлена возможность взаимо-
действия белка NR4A1 с вирусными белками CORE, E1, 
E2, NS2, NS4A и NS5B (de Chassey et al., 2008), однако, 
за исключением CORE, эффекты других белков ВГС на 
активность ТФ не исследованы.

E1, NS3, Сore, p23, NS1, p68/JUN, NOTC1, STAT3/
TERT. Аберрантная экспрессия гена TERT, связанная в 
том числе с гиперметилированием его промотора, являет-
ся прогностическим маркером ГЦК (Zhang H. et al., 2015; 
Zucman-Rossi et al., 2015; Oversoe et al., 2020). TERT влияет 
на прогрессию заболевания через стимуляцию клеточной 
пролиферации благодаря реактивации экспрессии его гена 
в клетках карциномы (Nault et al., 2019; In der Stroth et al., 
2020). Показано, что в клетках, инфицированных ВГС, 
активность TERT тоже повышена, частично через прямое 
взаимодействие корового белка с ферментом (Zhu et al., 
2010, 2017), однако в целом механизмы влияния белков 
вируса гепатита С на активность TERT не ясны. Данный 
регуляторный путь предполагает возможность действия 
белков NS3, Core, E1, p23, NS1 и NS5B вируса гепатита С 
на экспрессию гена TERT через взаимодействие с белка-
ми JUN (АР-1), STAT3, NOTC1. 

Действительно, экспериментально показано, что суще-
ствует возможность влияния на экспрессию TERT через 
транскрипционные факторы AP-1 и STAT3, поскольку 
они являются его прямыми регуляторами (Konnikova et 
al., 2005; Takakura et al., 2005), а также через NOTC1 сиг-
нальный путь (Sawangarun et al., 2018). Более того, белок 
NS3 вируса гепатита С влияет на активность NOTC1 через 
транскрипционный фактор SRCAP (Iwai et al., 2011), а 
также на экспрессию АР1- и STAT3-регулируемых генов 
(Hassan et al., 2005, 2007; Machida et al., 2006; Li et al., 
2010), однако конкретные механизмы реализации этих 
влияний в инфицированных клетках гепатоцитов прак-
тически не изучены. 

gp32, p70/JUN/WIF1. Этот регуляторный путь описы-
вает влияние белков NS3 и E1 вируса гепатита С на экс-
прессию гена WIF1 (Wnt inhibitory factor 1) через взаи-
модействие с ТФ c-Jun/AP-1. WIF1 является онкосупрес-
сором, способствует снижению роста клеток при ГЦК 
(Deng et al., 2010), и уровень экспрессии его гена может 
быть прогностическим признаком течения заболевания 
(Huang et al., 2011). 

Экспериментально показано, что существует как воз-
можность прямого действия белков NS3 и E1 вируса гепа-
тита С на активность с-Jun/АР-1 (de Chassey et al., 2008), 
так и действие последнего на экспрессию гена WIF1 через 
взаи модействие с DNMT1 метилтрансферазой (DNA me - 
thyltransferase 1), которое ведет к супрессии WIF1 в ра-
ковых клетках желчного пузыря (Lin et al., 2018). Однако 
какие механизмы супрессии гена WIF1 реализуются в 
клетках гепатокарциномы, инфицированных ВГС, неиз-
вестно.

p70/STAT3/MGMT, DAPK1, SOCS1. Этот регулятор-
ный путь инициируется неструктурным белком NS3 (p70) 
ВГС, влияющим на активность генов MGMT, SOCS и 
DAPK1 через взаимодействие с ТФ STAT3. Белки DAPK1 
(Death-associated protein kinase 1), MGMT (Methylated-

DNA-protein-cysteine methyltransferase) и SOCS1 (Suppres-
sor of cytokine signaling 1) считаются супрессорами опу-
холей, их низкая экспрессия в карциномах коррелирует с 
прогрессией заболевания (Gui et al., 2011; Jiang et al., 2019; 
Chen J. et al., 2020; Chen P. et al., 2020; Song et al., 2020).

Экспериментально показано, что NS3 может напрямую 
взаимодействовать с ТФ STAT3 (de Chassey et al., 2008), 
который участвует в регуляции экспрессии MGMT, SOCS 
и DAPK1 (Kohsaka et al., 2012; Benderska, Schneider-Stock, 
2014; Yang C. et al., 2015), однако влияние транскрипцион-
ного фактора STAT3 на экспрессию данных генов неодно-
значно и может быть связано с клеточной специализацией. 
Что касается механизмов регуляции экспрессии этих генов 
в клетках гепатокарциномы, инфицированных ВГС, то 
они не исследованы.

p70/BCL6/TP53. TP53 – ключевой активатор внутрен-
него пути апоптоза. Вирусный белок NS3 (p70) оказывает 
влияние на TP53 через взаимодействие с транскрипци-
онным фактором BCL6 (B-cell lymphoma 6 protein). TP53 
признан маркером ГЦК, его низкая экспрессия коррели-
рует с плохим прогнозом заболевания (Liu et al., 2012; Ye 
et al., 2017). Транскрипционный фактор BCL6 является 
репрессором гена TP53 в клетках лимфоидного ряда. Его 
конститутивная экспрессия защищает В-лимфоциты от 
апоптоза, вызванного повреждением ДНК (Phan, Dalla-
Favera, 2004; Jardin et al., 2007). Данные о влиянии вируса 
гепатита С на экспрессию и индукцию мутаций в генах 
TP53 и BCL6 в этих клетках  противоречивы (Machida et 
al., 2004; Tucci et al., 2013). Взаимодействие NS3 белка 
ВГС с транскрипционным фактором BCL6 обсуждается 
в работе (Han et al., 2016), но конкретные механизмы 
влияния NS3 на активность транскрипционного фактора 
не исследованы.

Обсуждение
Исследуемый набор гиперметилированных при ГЦК 
генов-маркеров этого заболевания (см. табл. 1) включал 
30 ге нов с пониженной экспрессией и два гена с повы-
шенной экспрессией. С использованием ANDSystem 
были реконструированы регуляторные пути, посредством 
которых белки ВГС способны влиять на экспрессию этих 
генов-маркеров. Схема взаимосвязи вирусных и клеточ-
ных белков, гиперметилированных генов и ключевых 
биологических процессов, ассоциированных с ГЦК, по-
казана на рис. 3. Согласно данным литературы, гены WT1, 
RUNX3, TP53 и SOCS1 тесно связаны с апоптозом (Mayo 
et al., 1999; Loeb, 2006; Kim et al., 2019), а гены MGMT, 
TERT, RASSF1A и WIF1 – как с апоптозом, так и с кле-
точной пролиферацией (He et al., 2005; Sarin et al., 2005; 
Choi et al., 2008; Feng et al., 2014; Chen J. et al., 2020; Ni 
et al., 2020).

Проведенный анализ показал потенциальную возмож-
ность реализации выявленных регуляторных путей влия-
ния белков вируса гепатита С на активность генов- мар-
керов ГЦК, однако эффекты, которые оказывают бел-
ки ВГС на функцию регуляторных белков человека при 
образовании белок-белковых комплексов с ними, в настоя-
щее время плохо изучены. К сожалению, это не позволяет 
однозначно интерпретировать реконструированные регу-
ляторные пути. От того, останется ли способность регули-
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ровать экспрессию генов у регуляторного белка организма 
хозяина после взаимодействия с вирусным белком или нет, 
зависит, будет ли регуляторный путь функционировать как 
активатор или как супрессор экспрессии целевого гена. 
Изучение этих эффектов требует проведения дальнейших 
экспериментальных исследований и компьютерного мо-
лекулярного моделирования.

В литературе описываются эффекты, которые могут 
оказывать вирусные белки на функцию хозяйских белков 
в результате взаимодействия с ними. В частности, белок 
NS5A связывается с SMYD3 в цитоплазме и ингибирует 
транслокацию SMYD3 в ядро (Chen M. et al., 2016). Если 
предположить, что регуляторные белки организма хозяина 
теряют способность осуществлять регуляцию экспрессии 
генов вследствие образования комплексов с вирусными 
белками, то можно ожидать следующих эффектов. При 
рассмотрении путей регуляции экспрессии онкосупрессо-
ров из семи путей четыре (обеспечивающие ингибирова-
ние RASF1, RUNX3, WIF1 и DAPK1) будут подавлены, что 
может привести к их активации белками ВГС, что, в свою 
очередь, будет препятствовать канцерогенезу. В остав-
шихся трех путях будет подавлена активация MGMT, 
SOCS1 и TP53, что, вероятно, может оказать проопухо-
левый эффект. В представленных путях (см. рис. 2) WT1, 
MGMT, SOCS1 и TP53 активируются соответствующими 
факторами (Phan et al., 2004; Kohsaka et al., 2012; Yang C. 
et al., 2015; Zong et al., 2017), а экспрессия генов RASF1, 
RUNX3, WIF1 и DAPK1 контролируется негативно (Guo 
et al., 2011; Benderska, Schneider-Stock, 2014; Nowyhed et 
al., 2015; Lin et al., 2018).

В случае TERT и WT1, которые относятся  к генам с про-
опухолевой активностью, можно ожидать подавления гена 
WT1, что приведет к негативному эффекту для канцероге-
неза. Что касается TERT, который участвует в подавлении 

апоптоза и стимулирует клеточную пролиферацию (Nault 
et al., 2019; In der Stroth et al., 2020), то, согласно нашим 
результатам (см. рис. 2), он оказался под управлением 
трех разных регуляторных путей. Экспрессия TERT акти-
вировалась двумя путями с участием хозяйских STAT3 и 
NOTC1 (Konnikova et al., 2005; Sawangarun et al., 2018). 
Один путь вел к подавлению экспрессии с участием 
с-JUN/АР-1 (Takakura et al., 2005). Взаимодействие ви-
русных белков с белками STAT3, NOTC1 и с-JUN/АР-1 
способно привести к блокировке данных регуляторных 
путей. Особый интерес представляет путь с-JUN/АР-1, 
по скольку ингибирование этого транскрипционного фак-
тора вирусными белками (gp32 и NS3) потенциально спо-
собствует активации TERT. Сделанные предположения 
хорошо согласуются с данными по дифференциальной 
экспрессии генов при острой инфекции гепатитом С, со-
гласно которым в инфицированных клетках наблюдалась 
повышенная экспрессия гена TERT (Papic et al., 2012). 
Описанный путь представляет собой перспективную фар-
макологическую мишень.

Таким образом, в рамках рассмотренных предположе-
ний наблюдается разнонаправленная регуляция экспрес-
сии генов маркеров ГЦК. Это может свидетельствовать в 
пользу того, что не все регуляторные пути, контролируе-
мые вирусными белками, могут быть отнесены к факторам 
риска ГЦК. Однако регуляторные пути, обеспечивающие 
проопухолевую активность вирусных белков, несомненно, 
заслуживают дополнительного изучения для понимания 
механизмов вирус-индуцированного канцерогенеза ГЦК. 
В частности, подавление вирусными белками экспрессии 
генов-супрессоров опухолей способно усиливать эффект 
их метилирования при ГЦК или имитировать этот эффект 
в случае, когда эти гены не метилированы, и спровоци-
ровать возникновение ГЦК или осложнить его течение.

Рак

Апоптоз Пролиферация клеток Сборка  
частиц ВГС

Гиперметилированные 
при ГЦК гены

Клеточные белки

Вирусные белки

Рис. 3. Связь реконструированных регуляторных путей с ключевыми биологическими процессами, ассоциирован-
ными с ГЦК.
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Computer analysis of regulation of hepatocarcinoma 
marker genes hypermethylated by HCV proteins

Заключение
С использованием компьютерных методов реконструкции 
генных сетей, представленных в программе ANDSys tem, 
установлены статистически значимые пути генетической 
регуляции маркеров ГЦК белками ВГС. Полученные ре-
зультаты описывают потенциальные механизмы участия 
белков ВГС в патогенезе ГЦК и могут быть полезны при 
планировании экспериментальных исследований для 
поиска новых мишеней для создания лекарств и про-
филактических средств, снижающих риск развития ГЦК 
при заражении ВГС.
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