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Гепатоцеллюлярная карцинома – распространенное злокачественное заболевание печени, имею-
щее высокий уровень рецидивов и низкую пятилетнюю выживаемость. Диагностику гепатоцеллю-
лярной карциномы, а также прогнозирование течения и ответа на лечение существенно затрудняет
структурная и межиндивидуальная неоднородность опухоли, поэтому важным становится пациент-
ориентированный подход, определяющим при котором может быть применение миметиков и ин-
гибиторов микроРНК (миРНК), вовлеченных в патогенез заболевания. С этой точки зрения инте-
рес представляют миРНК, аберрантная экспрессия которых ассоциируется с плохим прогнозом и
связана с прогрессией опухоли из-за нарушения механизмов регуляции процесса программируемой
клеточной гибели (апоптоза). Однако влияние миРНК на развитие опухоли зависит не только от ее
прямого воздействия на первичные мишени, но и на вторичные мишени, опосредованные регуля-
торными путями. И если первичные мишени активно изучаются, то роль вторичных мишеней этих
миРНК в модуляции апоптоза до сих пор не ясна. В настоящей работе суммированы данные о
миРНК, первичными мишенями которых являются ключевые гены внешнего пути апоптоза. Их
аберрантная экспрессия ассоциирована с ранним рецидивом заболевания и его неблагоприятным
исходом. С помощью программного комплекса ANDSystem реконструированы пути регуляции экс-
прессии вторичных мишеней этих миРНК, проведен анализ их влияния на активность внешнего
пути апоптоза. Показано, что потенциальный эффект миРНК, опосредованный действием на вто-
ричные мишени, отрицательно коррелирует с числом их первичных мишеней. При поиске марке-
ров гепатоцеллюлярной карциномы приоритет отдается hsa-miR-373, hsa-miR-106b и hsa-miR-96,
действие которых на вторичные мишени усиливает их антиапоптотический эффект.
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ВВЕДЕНИЕ

МикроРНК (миРНК) – это класс малых эндо-
генных одноцепочечных некодирующих РНК
длиной ~18–25 нуклеотидов, которые регулируют
экспрессию своих генов-мишеней с использова-
нием различных механизмов, включая деграда-
цию мРНК и ингибирование трансляции посред-
ством как прямого связывания с комплементар-
ной последовательностью в 3′-нетранслируемой
области (3′UTR) мРНК [1–5], так и регуляции
экспрессии генов, опосредованной регуляторны-
ми путями. МикроРНК участвуют в регуляции

многих процессов, включая развитие, дифферен-
цировку, выживание клеток, функционирование
иммунной системы [6–8]. В базе данных hsa-miR-
TarBase (https://miRTarBase.cuhk.edu.cn/) пред-
ставлены экспериментальные данные об участии
более 4000 различных миРНК в регуляции актив-
ности более 27 тысяч генов-мишеней у 37 видов
организмов [9]. У человека нарушения экспрес-
сии миРНК связаны с различными заболевания-
ми – аллергическими, сердечно-сосудистыми,
респираторными, в том числе с сахарным диабе-
том, бронхиальной астмой [10–14], и онкологи-
ческими [15–17].
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Гепатоцеллюлярная карцинома (ГЦК) – наи-
более распространенный вид первичного рака пе-
чени. Ежегодно во всем мире от ГЦК умирает
около 750 тыс. человек [18]. ГЦК, имеющая высо-
кий уровень рецидивов и низкую пятилетнюю
выживаемость, отличается значительной струк-
турной и межиндивидуальной неоднородностью,
что затрудняет диагностику, прогноз и ответ на ле-
чение. В этой связи важным становится индивиду-
альный, пациент-ориентированный подход. Опре-
деляющим при таком подходе может быть исполь-
зование миметиков и ингибиторов миРНК,
играющих существенную роль в регуляции экс-
прессии генов-мишеней, вовлеченных в патогенез
ГЦК [19–22]. С этой точки зрения наибольший
интерес представляют миРНК, высокая или низ-
кая экспрессия которых связана с пролиферацией
опухоли. Необходимо отметить, что в контексте
развития и прогрессирования злокачественных
опухолей миРНК, нацеленные на опухолевые ге-
ны-супрессоры, функционируют как онкогены.
Если аберрантная экспрессия таких онко-миРНК
ассоциирована с ранним рецидивом ГЦК и пло-
хим исходом для пациента, то эти миРНК пред-
ставляют интерес для использования в качестве
биомаркеров и терапевтических мишеней.

В качестве перспективной мишени для разра-
ботки новых противоопухолевых средств интерес
представляет внешний путь апоптоза, индуциру-
емый через клеточные рецепторы смерти – от-
дельной подгруппе семейства рецепторов факто-
ра некроза опухолей (TNF, tumor necrosis factor)
(см. обзор [23]). Наиболее хорошо изучен рецеп-
тор CD95 (Fas/APO-1). Активацию этого пути
связывают, в том числе, с повреждениями ДНК и
репликативным стрессом, ведущими к наруше-
нию регуляции клеточного деления и развитию
ГЦК. Реализуется этот путь через взаимодействие
белков FADD (Fas-associated DD-protein), сFLIP
(cellular FLICE inhibitory protein) и прокаспазы-8,
ведущему к формированию макромолекулярного
комплекса DISC (Death Inducing Signaling Com-
plex), обеспечивающего активацию внешнего
сигнального пути апоптоза через образование ак-
тивной формы каспазы-8 [23–26] и дальнейшей
активации каспазного каскада с участием каспаз-3
и -7. Данные о миРНК, аберрантная экспрессия
которых при ГЦК напрямую связана с нарушени-
ем активности внешнего пути апоптоза и с пло-
хим прогнозом, суммированы в настоящей рабо-
те. Однако эффект миРНК на развитие опухоли
зависит не только от их прямого влияния на пер-
вичные мишени – экспрессию генов внешнего
пути апоптоза, но и на вторичные мишени, опо-
средованные регуляторными путями. Механизмы
модуляции внешнего пути апоптоза при ГЦК по-
средством действия миРНК на первичные мише-
ни активно изучаются, тогда как о роли вторич-
ных мишеней известно не слишком много. Для

решения этого вопроса мы использовали разра-
ботанную нами ранее программно-информаци-
онную систему ANDSystem, предназначенную
для реконструкции генных сетей на основе инфор-
мации, извлеченной из фактографических баз
данных, или полученной путем автоматического
анализа текстов научных публикаций [27–30].
ANDSystem широко применяется для рекон-
струкции и анализа генных сетей. В частности, с
использованием ANDSystem осуществлена ре-
конструкция ассоциома преэклампсии [31],
идентифицированы новые гены, связанные с
восприимчивостью к туберкулезу [32], рекон-
струирован и проанализирован интерактом виру-
са гепатита С [33], проведен поиск новых генов-
кандидатов, потенциально ассоциированных с
коморбидностью астмы и гипертонии [34], про-
анализирована программируемая клеточная ги-
бель при заражении SARS-CoV-2 [35].

В настоящей работе с помощью ANDSystem
проведена реконструкция и анализ регуляторных
путей, описывающих действие онко-миРНК на
активность ключевых генов внешнего пути апо-
птоза, которые являются одновременно и пер-
вичными мишенями одних, и вторичными мише-
нями других миРНК. Оказалось, что ожидаемый
модулирующий антиапоптотический эффект
данных миРНК на первичные мишени может
быть как усилен, так и ослаблен их действием на
вторичные мишени согласно реконструирован-
ным регуляторным путям. Показано, что ожидае-
мый потенциальный эффект непрямой модуля-
ции внешнего пути апоптоза за счет регуляции
экспрессии вторичных мишеней, отрицательно
коррелирует с числом первичных мишеней
миРНК – чем больше первичных мишеней у
миРНК, тем слабее суммарный антиапоптотиче-
ский эффект от действия на вторичные мишени.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реконструкция молекулярно-генетических пу-

тей. Молекулярно-генетические пути для описа-
ния влияния миРНК на экспрессию генов-вторич-
ных мишеней реконструировали с помощью про-
граммно-информационной системы ANDSystem
[26–29]. ANDSystem содержит глобальную ген-
ную сеть, описывающую взаимодействия между
объектами онтологии ANDSystem, для формиро-
вания которой проведен массовый анализ текстов
абстрактов PubMed и полнотекстовых статей
PubMed Central. Всего в ANDSystem представле-
но 13 типов разных объектов (белки, гены, мета-
болиты, заболевания, миРНК и т.д.) и 24 типа
различных взаимодействий (физические взаимо-
действия, регуляция экспрессии, регуляция ак-
тивности, регуляция стабильности и т.д.). Про-
граммный модуль ANDVisio обеспечивает графи-
ческий интерфейс для пользовательского доступа
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к базе знаний, который позволяет реконструиро-
вать целевые генные сети, а также с помощью
шаблонов проводить поиск регуляторных путей в
глобальной генной сети. Шаблоны представляют
собой линейную цепочку объектов и связей меж-
ду ними. Объекты могут быть заданы списком
конкретных имен/идентификаторов, либо только
типом объекта. В первом случае при поиске путей
будут рассматриваться только эти конкретные объ-
екты, а во втором, все объекты заданного типа.

Программа осуществляет поиск в глобальной
сети путей, которые удовлетворяют требованиям
шаблона. В данной работе использован шаблон,
включающий четыре участника: (1) миРНК; (2) бе-
лок, являющийся первичной мишенью миРНК; (3)
ген – вторичная мишень миРНК, экспрессия кото-
рого может регулироваться белком – первичной
мишенью 2; и (4) белок – продукт экспрессии гена 3.
Участники 1 и 4 задавались списком соответствую-
щих идентификаторов из баз данных miRbase
(https://www.miRbase.org/) [36] и Swiss-Prot
(https://www.expasy.org/resources/uniprotkb-swiss-
prot) [37]. Участники 2 и 3 задавались только ти-
пом объекта, “gene” и “protein” соотв. Разрешен-
ные типы взаимодействий в цепочке пути заданы
следующими: между участниками 1 и 2 – “mi-
croRNA regulation”; между участниками 2 и 3 –
“expression regulation”, “expression upregulation”,
“expression downregulation”, “interaction” (при ра-
боте программы между указанными типами взаи-
модействий применяется логическое ИЛИ); между
участниками 3 и 4 – “expression” (экспрессия гена).

Потенциальный антиапоптотический эффект
миРНК. Потенциальный антиапоптотический
эффект миРНК при их действии на экспрессию
генов-вторичных мишеней оценивали по следу-
ющей формуле:

(1)

где AAP – множество антиапоптотических генов,
PAP – множество проапоптотических генов,  = 1,
если экспрессия миРНК при ГЦК повышена,  = –1,
если снижена.

(2)

где  – суммарный эффект миРНК на экспрес-
сию гена-вторичной мишени, N1 – число регуля-
торных путей с положительной регуляцией экс-
прессии (тип связи “expression upregulation” меж-
ду участниками 2 и 3 в шаблоне), N2 – число
регуляторных путей с отрицательной регуляцией
экспрессии (тип связи “expression downregula-
tion” между участниками 2 и 3 в шаблоне). Значе-
ние  характеризует только эффект действия
миРНК на экспрессию гена-мишени, а не на апо-
птоз. Чем больше значение , тем больше регу-

∈ ∈

 
= δ − 

 
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Ea Eg Eg

δ
δ

= −1 2,Eg N N
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ляторных путей обеспечивают активацию экс-
прессии гена-мишени. Про- и антиапоптотиче-
ский эффект миРНК в зависимости от значений

 определяется принадлежностью гена-мишени
к множеству про- и антиапоптотических генов.

Согласно уравнению (1), суммарный антиапо-
птотический эффект (Еа) миРНК на активность
процесса оценивали с помощью разности сум-
марных вкладов ( ) генов-регуляторов в экс-
прессию анти- и проапоптотических генов, явля-
ющихся вторичными мишенями миРНК. При та-
кой оценке эффекта положительные значения Еа
характеризуют повышенную супрессию апоптоза
(онкогенная активность), а отрицательные значе-
ния – повышенную индукцию апоптоза (онкосу-
прессорная активность).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Регуляция внешнего пути активации 

программируемой гибели клеток 
при гепатоцеллюлярной карциноме, опосредованная 

действием миРНК на первичные мишени
На рис. 1 приведена схема процесса програм-

мируемой клеточной гибели, который реализует-
ся через рецепторы смерти (CD95, DR4/5; внеш-
ний путь апоптоза). Компонентами этого пути
являются белки FADD, сFLIP и прокаспаза-8,
взаимодействие которых ведет к формированию
макромолекулярного комплекса DISC, обеспе-
чивающего процесс активации внешнего пути
апоптоза через образование активной формы кас-
пазы-8 [23–26]. Одновременно активируется и
внутренний (митохондриальный) путь апоптоза,
медиатором которого является белок BID (BH3
interacting domain death agonist). Активация BID
связана с его расщеплением каспазой-8 c после-
дующей ассоциацией с внешней митохондриаль-
ной мембраной, что приводит к образованию ми-
тохондриальных пор и индукции апоптоза [38–
40]. Указаны миРНК, участвующие в регуляции
ключевых генов этого пути через прямое (физи-
ческое) взаимодействие с их мРНК, экспрессия
которых нарушена при ГЦК.

Данные о миРНК, аберрантная экспрессия ко-
торых при ГЦК связана с нарушением активно-
сти внешнего пути апоптоза и ассоциирована с
плохим прогнозом, получены из результатов ана-
лиза пациент-специфических данных по диффе-
ренциальной экспрессии миРНК в ГЦК, пред-
ставленных в научной литературе. Эти данные
суммированы на рис. 1 и в табл. 1.

Анализ этих данных показал, что с ранним ре-
цидивом ГЦК и плохим исходом заболевания
коррелирует высокий уровень экспрессии hsa-
miR-21-5p и hsa-miR-106b [41, 42], действие кото-
рых направлено на гены лиганда Fas рецептора
смерти FASLG и рецептора смерти DR-4, соот-

Eg

Eg
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Рис. 1. Схема компонентов внешнего пути апоптоза и миРНК, участвующих в его регуляции при ГЦК. Обозначения:
BID (Bcl-2 homolog (BH)3-only protein, BH3 interacting domain death agonist), CD95/Fas/APO-1 (Death receptor), CASP-3,
-8 (caspase-3, -8), сFLIP / CFLAR (cellular FADD-like interleukin-1b-converting enzyme (FLICE)-inhibitory protein/CASP8
and FADD like apoptosis regulator), DR-4 (death receptor 4), FADD (Fas associated via death domain), FAP1 (Fas-associated
phosphatase-1), FASLG (FAS ligand), NF-κB (Nuclear factor kappa-B), NEMO (NF-kB essential modulator/IκB kinase γ),
TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand). Apoptosis – апоптоз, Extrinsic pathway – внешний путь апоптоза, Intrin-
sic pathway – внутренний путь апоптоза. Черные стрелки – активация функции соответствующего белка или экспрес-
сии его гена, стрелки с тупым концом – блокирование. Красным отмечены белки, экспрессия генов которых контро-
лируется миРНК, голубым выделены онко-миРНК, фиолетовым – супрессоры. Цветные стрелки, направленные
вверх, указывают на повышенный уровень экспрессии соответствующих миРНК при ГЦК, направленные вниз – на
пониженный. Значок  указывает на взаимодействие между отмеченными белками.

Extrinsic pathway

miR-21-5p

miR-106b

miR-221-3p

miR-500a-3p

miR-543
miR-373
miR-371-5p
miR-24-3p

NF-квApoptosis

Intrinsic pathway

Apoptosis

miR-146a

miR-512-3p

miR-342-3p

miR-200c-3p

TRAIL, FASLG

miR-382-3p
miR-20a-3p

DR-4

FADD
NEMO

CASP8

CASP3

BID

proCASP8

cFLIP

FAP1

ветственно, а также целого набора миРНК, бло-
кирующих экспрессию генов каспаз-8 и -3 (рис. 1)
[43, 44].

В то же время, при ГЦК снижен уровень
миРНК hsa-miR-200c [45], регулирующей экс-
прессию гена Fap-1 Fas-ассоциированной фосфа-
тазы [46] – ингибитора CD95 рецептора [47, 48],
hsa-miR-146а, контролирующей экспрессию гена
белка FADD [49, 50], участвующего в формирова-
нии макромолекулярного комплекса DISC [25,
26, 51], а также hsa-miR-512-3p, hsa-miR-382-3p и
hsa-miR-20a-3p, блокирующих экспрессию гена
белка cFLIP, негативно влияющего на активацию
прокаспазы-8 [52, 53] (рис. 1). Известно, что из-
менение количественного соотношения FADD и
FLIP и прокаспазы-8 определяет баланс между
апоптотической гибелью и выживанием клеток
[54, 55].

Белок c-FLIP в составе комплекса DISC также
вовлечен в активацию антиапоптотического сиг-
нального пути NF-κB. Особую роль в этом про-

цессе играет белок-белковое взаимодействие c-
FLIP с белком NEMO (NF-kB essential modulator,
известный как IKKγ, IκB kinase γ) – ключевым ак-
тиватором сигнального пути NF-κB [56–58]. Од-
ним из механизмов повышения пролиферации
опухолевых клеток при ГЦК может быть актива-
ция сигнального пути NF-κB через взаимодей-
ствие белков c-FLIP/NEMO. Такая возможность
подтверждается снижением уровня миРНК hsa-
miR-342-3p [59], ведущим к активации экспрес-
сии гена белка NEMO и увеличением его количе-
ства в клетках гепатомы.

Таким образом, при ГЦК миРНК часто блоки-
руют первые этапы сигнального пути, связанные
с активацией рецепторов смерти на мембране
клетки, и сам каспазный каскад через ингибиро-
вание экспрессии гена инициирующей каспазы-8
и эффекторной каспазы-3. При этом изменение
уровня всех описанных миРНК, контролирую-
щих активность компонентов внешнего пути
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апоптоза, логично связаны с его блокированием в
клетках гепатомы.

С другой стороны, необходимо отметить, что в
гетерогенных опухолях, таких как ГЦК, эффект
каждой миРНК может быть связан и с другими ее
мишенями, способными не только модулировать
активность апоптоза, но и влиять на прогрессию
опухоли, используя другие механизмы. В каче-
стве примера можно рассмотреть вторичные ми-
шени hsa-miR-24, hsa-miR-21, hsa-miR-200с и
hsa-miR-373. Оказалось, что мишенью hsa-miR-24,
помимо гена каспазы-8 (инициирующей каспазы
внешнего пути апоптоза), является ген белка p53 –
ключевого регулятора митохондриального пути
апоптоза [64]. Таким образом, повышение уровня
этой миРНК при ГЦК приводит к блокированию
обоих путей апоптоза и способствует усилению
прогрессии опухоли.

В число мишеней hsa-miR-21, помимо гена Fas
лиганда, активатора внешнего пути апоптоза,
входят ген PDCD4 (programmed cell death factor 4),
кодирующий негативный регулятор антиапоптоти-
ческих белков внутреннего пути апоптоза Bcl-xL и
XIAP [65], и ген фосфатазы PTEN – негативного
регулятора сигнального пути PI3K/AKT [66–68].
В рассмотренном примере повышенный уровень
этой миРНК при ГЦК способствует не только
блокированию внешнего и внутреннего путей
апоптоза, но также пролиферации клеток опухо-
ли через активацию сигнального пути PI3K/AKT
и его эффекторов [69, 70]. В обоих случаях миРНК
действуют как онкогены.

миРНК hsa-miR-200с в целом действует как
онкосупрессор и низкий уровень ее экспрессии

при ГЦК ассоциирован с неблагоприятным про-
гнозом заболевания. Ее мишенями, помимо гена
Fas-ассоциированной фосфатазы 1 – ингибитора
рецептора CD95 внешнего пути апоптоза, служат
гены циклина Е2, киназы RIP2 (Receptor-interact-
ing protein 2) и проапоптотического белка Noxa
[46, 71–73]. Таким образом, низкий уровень этой
миРНК при ГЦК способствует активации Noxa и
внутреннего пути апоптоза, при этом он, однако,
ассоциирован с плохим исходом заболевания [45],
что, по-видимому, связано с действием этой
миРНК на другие гены-мишени, активация кото-
рых способствует пролиферации клеток опухоли,
развитию воспалительного процесса в печени и
блокированию внешнего пути апоптоза [74–77].
Не исключено, что существуют и другие причины
плохого прогноза при ГЦК, связанные с низким
уровнем миРНК hsa-miR-200c.

Исключением из этого ряда выглядит hsa-
miR-373, которая в одних исследованиях позици-
онируется как онко-миРНК, уровень которой по-
вышен в злокачественных опухолях, включая
ГЦК [44, 78], а в других – как супрессор опухоли
с пониженным уровнем в клетках ГЦК [79].
В первом случае hsa-miR-373 влияет на актив-
ность генов каспазы-8 [44] и CD44, маркера опу-
холевых стволовых клеток [78], тогда как во вто-
ром – действие этой миРНК направлено на фак-
тор транскрипции TFAP4 (transcription factor
activating enhancer binding protein 4), активация
экспрессии которого при ГЦК способствует про-
лиферации клеток опухоли и блокированию апо-
птоза через сигнальный путь PI3K/AKT [79]. Та-
ким образом, нарушение экспрессии hsa-miR-373

Таблица 1. Список миРНК, участвующих в регуляции внешнего пути апоптоза, экспрессия которых нарушена
при гепатоцеллюлярной карциноме

*Жирным выделен сайт связывания миРНК с мРНК гена-мишени;
↓ – снижение экспрессии;
↑ – повышение экспрессии.

миРНК Нуклеотидная последовательность* Изменение 
экспрессии Мишень Ссылка

miR-21-5p 5'-UUGUAACCCAUUGUUAUUCGAU ↑ FASLG [42]
miR-106b 3'-UAGACGUGACAGUCGUGAAAU-5' ↑ DR-4 [41]
miR-200c 3'- AGGUAGUAAUGGGCCGUCAUAAU-5′ ↓ Fap-1 [45, 46]
miR-146a 3'-UAGUCAGACUAUUCGAU-5′ То же FADD [49, 50]
miR-20a-3p 3'-GAAAUUCACGАGAUUACGUCA-5′ “–” c-FLIP [60]
miR-512-3p 3'-CUGGAGUCGAUACUGUCGUGAA-5′ “–” c-FLIP [61]
miR-382-3p 3'-UUCACAACAGGCACUUACUAA -5′ “–” c-FLIP [62]
miR-342-3p 3'-UGCCCACGCUAAAGACACACUCU-5’ “–” NEMO (IKKγ) [59]
miR-24-3p 3'-GACAAGGACGACUUGACUCGGU-5' ↑ Каспаза-8 [43]
miR-543 3'-UUCUUCACGUGGCGCUUACAAA-5' То же То же [44]
miR-371-5p 3'-UCACGGGGGUGUCAAACUCA-5' “–” “–”
miR-373 3'-UGUGGGGUUUUAGCUUCGUGAAG-5' “–” “–”
miR-96-5p 3'-UCGUUUUUACACGAUCACGGUUU-5' “–” Каспаза-9 [63]
miR-221-3р 3'-CUUUGGGUCGUCUGUUACAUCGA-5' “–” Каспаза-3 [43]
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в злокачественных опухолях не зависит от того,
действует она, как онкоген или как опухолевый
супрессор, а конкретное проявление ее эффекта
зависит от набора генов-мишеней, участвующих
в этом ответе [80].

В целом, это означает, что при выборе маркера,
связанного с неблагоприятным прогнозом разви-
тия ГЦК, необходим дополнительный анализ
всего спектра мишеней интересующей миРНК.
Такого рода анализ проведен для миРНК, абер-
рантная экспрессия которых при ГЦК блокирует
ключевые гены внешнего пути апоптоза и ассо-
циирована с плохим прогнозом заболевания (см.
табл. 1).

Регуляция внешнего пути активации 
программируемой гибели клеток 

при гепатоцеллюлярной карциноме, опосредованная 
действием миРНК на вторичные мишени

На этом этапе исследования проведен поиск
вторичных мишеней миРНК, представленных в
табл. 1, аберрантная экспрессия которых при
ГЦК негативно влияет на активность внешнего
пути апоптоза. Оценено потенциальное влияние
миРНК на внешний путь апоптоза через данные
мишени. Пространство поиска вторичных мише-
ней было ограничено первичными мишенями.
Мы предположили, что первичная мишень одной
миРНК может оказаться вторичной мишенью

Рис. 2. Регуляторные пути экспрессии генов вторичных мишеней миРНК, построенные с использованием ANDSys-
tem. Обозначения: BCL2 (B-cell lymphoma 2), CCL2 (C-C Motif Chemokine Ligand 2), CD (Crohn’s disease, receptor),
CD40L (CD40 ligand), CFLAR (CASP8 and FADD like apoptosis regulator), DDIT3 (DNA damage induced transcript 3),
FASLG (FAS ligand), FETA (α-fetoprotein), FOXO1 (Forkhead box O protein 1), IL1B/8 (Interleukin 1B/8), ITCH (Itchy E3
ubiquitin-protein ligase), JUN (proto-oncogene, AP-1 transcription factor subunit), M3K1 (Mitogen-activated protein kinase
kinase kinase 1), MK14 (Mitogen-activated protein kinase 14), hsa-miR (microRNA Homo sapiens ), NF1 (Nuclear factor 1),
NFKB1 (Nuclear factor kappa-B 1), PTPN13/PTN13 (Tyrosine-protein phosphatase nonreceptor type 13), SP1 (Specificity
protein 1, transcription factor), STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3), TGFB1 (Transforming growth factor
beta 1), TET1 (Ten-eleven translocation 1), TNFRSF10A/TR10A (Tumor necrosis factor receptor superfamily 10A), UCRI
(Ubiquinol-cytochrome C reductase iron-sulfur subunits), VEGFA (Vascular endothelial growth factor receptor), ‘canonical’ nf-
kappab pathway – Канонический путь NF-ⱪВ.
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другой миРНК. Очевидно, что такое сетевое вза-
имодействие разных миРНК может приводить к
усилению или ослаблению их действия на свои
мишени и, как результат, к модуляции внешнего
пути апоптоза.

С помощью системы ANDSystem для каждой
миРНК по заданному шаблону реконструирова-
ны регуляторные пути, посредством которых
миРНК потенциально может влиять на экспрес-
сию генов из набора первичных мишеней других
миРНК (рис. 2).

Как мы и ожидали, многие миРНК использу-
ют в качестве вторичных мишеней несколько
первичных мишеней других миРНК (табл. 2). Од-
нако не все миРНК способны регулировать экс-
прессию первичных мишеней других миРНК.
Оказалось, что регуляторные пути найдены толь-

ко для 10 из 14 онко-миРНК (табл. 2). В этих регу-
ляторных путях представлены только четыре из
семи генов-первичных мишеней. В их числе ока-
зались два проапоптотических гена – FASLG
(FAS-лиганд) и TNFRSF10A (рецептор DR-4), а
также два антиапоптотических гена – PTPN13
(Fas-ассоциированная фосфатаза 1) и CFLAR (не-
гативный регулятор каспазы-8 – белок c-FLIP).

Модулирующий эффект миРНК на внешний
путь апоптоза вторичных мишеней оценивали,
суммируя потенциальные вклады каждой вторич-
ной мишени согласно уравнению (1). Показано,
что действие миРНК на вторичные мишени по-
тенциально может вести как к усилению, так и к
ослаблению антиапоптотического эффекта.

Например, показатель антиапоптотического
эффекта (Ea = 2), опосредованного действием

Таблица 2. Регуляция экспрессии миРНК генов-мишеней внешнего пути апоптоза при гепатоцеллюлярной кар-
циноме посредством регуляторных путей

N1 – число регуляторных путей с положительной регуляцией экспрессии; N2 – число регуляторных путей с отрицательной
регуляцией экспрессии; Eg – влияние миРНК на экспрессию гена-вторичной мишени; Ea – суммарный антиапоптотиче-
ский эффект миРНК при действии на экспрессию всех генов-вторичных мишеней; ↓ – экспрессия снижена, ↑ –экспрессия
повышена.

миРНК Экспрессия Первичные мишени, 
общее число

Вторичные 
мишени

Регуляторные 
пути, число Eg Ea
N1 N2

hsa-miR-373 ↑ 60 FASLG 0 2 –2 2

hsa-miR-106b То же 203 FASLG 1 2 –1 1
CFLAR (c-FLIP) 1 1 0

hsa-miR-96 “–” 74 FASLG
CFLAR (c-FLIP)

1
1

1
0

0
1

1

hsa-miR-24-1
(miR-24-3p)

“–” 249 FASLG 2 1 1 –1

hsa-miR-24-2
(miR-24-3p)

“–” 249 FASLG 3 1 2 –2

hsa-miR-21-5p “–” 398 FASLG 3 2 1 –2

CFLAR (c-FLIP) 0 3 –3
PTN13 (Fap-1) 1 0 1

TNFRSF10A (DR4) 0 1 –1

hsa-miR-200c ↓ 44 FASLG 1 1 0 0

hsa-miR-342 То же 91 FASLG 0 1 –1 –1
CFLAR (c-FLIP) 0 1 –1

TNFRSF10A (DR4) 0 1 –1

hsa-miR-20a “–” 155 CFLAR (c-FLIP) 0 1 –1 –1
PTN13 (Fap-1) 1 0 1

FASLG 1 2 –1

hsa-miR-146a “–” 52 FASLG 0 2 –2 –2
CFLAR (c-FLIP) 0 1 –1

TNFRSF10A (DR4) 0 1 –1



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 2  2023

ПЕРВИЧНАЯ И ВТОРИЧНАЯ микроРНК-МОДУЛЯЦИЯ 173

вторичных мишеней, был наибольшим у миРНК
hsa-miR-373 (табл. 2). Первичной мишенью этой
миРНК, непосредственно связанной с внешним
путем апоптоза, является каспаза-8 (табл. 1). Со-
гласно данным ANDSystem, эта миРНК имеет
еще 59 других первичных мишеней. Как видно из
рис. 2, две из этих мишеней (белки VEGFA и
CD44) могут осуществлять положительную регу-
ляцию экспрессии гена FASLG, что ведет к акти-
вации апоптоза [81, 82]. Таким образом, подавляя
экспрессию белков VEGFA и CD44, hsa-miR-373
может снижать экспрессию своей вторичной ми-
шени – гена FASLG, что, в свою очередь, дает эф-
фект отрицательной модуляции внешнего пути
апоптоза или повышенного антиапоптотического
эффекта. Однако следует особо отметить, что все
реконструированные регуляторные пути представ-
ляют собой описание потенциальных молекуляр-
но-генетических событий в клетке и требуют даль-
нейшего экспериментального подтверждения.

Величина антиапоптотического эффекта
миРНК, экспрессия которых увеличена при ГЦК
(табл. 2), отрицательно коррелировала с общим
числом их первичных мишеней (рис. 3). Эта зави-
симость хорошо согласуется с наблюдениями, со-
гласно которым высокая полифункциональность
генов или белков может приводить к интерферен-
ции регуляторных путей [83]. Интересно, что
миРНК, экспрессия которых подавлена при ГЦК,
не показали ни положительной, ни отрицатель-
ной корреляции. Этот результат может быть свя-
зан с тем, что отсутствие активного действия
миРНК с подавленной экспрессией на первич-

ные и вторичные мишени можно рассматривать
как некий пассивный сигнал. Можно предполо-
жить, что закономерности распространения та-
ких пассивных сигналов по регуляторным путям
имеют свои особенности. Однако использование
нами очень ограниченной выборки миРНК не
позволяет сделать каких-либо уверенных выво-
дов. Для проведения такого анализа следует ис-
пользовать большие наборы данных.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Приведенный нами анализ пациент/тканеспе-

цифической экспрессии миРНК, дифференци-
ально экспрессирующихся в клетках ГЦК, пока-
зал, что практически все компоненты рецептор-
опосредованного (внешнего) пути программиру-
емой клеточной гибели подвержены регуляции со
стороны миРНК, причем изменение уровня их
экспрессии при ГЦК логично связано с блокиро-
ванием активности апоптоза. Все выявленные
миРНК тесно связаны с неблагоприятным про-
гнозом и активно обсуждаются как маркеры ГЦК.

Анализ эффектов вторичных мишеней рас-
смотренных миРНК показал, что потенциальный
эффект модулирования внешнего пути апоптоза
через вторичные мишени миРНК отрицательно
коррелирует с числом их первичных мишеней –
антиапоптотический эффект снижается с увели-
чением числа мишеней. Эта закономерность хо-
рошо объясняется тем, что с увеличением числа
мишеней неизбежно увеличивается число свя-
занных с ними регуляторных путей в глобальной

Рис. 3. Зависимость между числом мишеней миРНК, экспрессия которых повышена при ГЦК, и их суммарным эф-
фектом (Ea) на внешний путь апоптоза посредством регуляторных путей. Парный коэффициент корреляции R соста-
вил –0.86 (P = 0.025).
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генной сети, что, в свою очередь, увеличивает ве-
роятность их интерференции. Проблема потен-
циальных конфликтов между отдельными функ-
циями полифункциональных макромолекул но-
сит широкий характер.

Таким образом, спектр первичных и вторич-
ных мишеней некоторых миРНК при ГЦК может
быть связан с регуляцией процессов, вносящих
как однонаправленный, так и разнонаправлен-
ный вклад в прогрессию заболевания.

Полученные результаты могут помочь при вы-
боре мишеней для снижения агрессивности опу-
холи, а анализ вторичных мишеней позволяет
рассматривать как приоритетные hsa-miR-373,
hsa-miR-106b и hsa-miR-96, действие которых на
вторичные мишени усиливает их антиапоптоти-
ческий эффект.

Работа выполнена в рамках проекта ERA-NET
“Target identification and drug development in liver
cancer (TAIGA)” (соглашение с Минобрнаукой
России No 075-15-2021-944).
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One of the most common malignant liver diseases is hepatocellular carcinoma, which has a high recurrence
rate and a low five-year survival rate. It is very heterogeneous both in structure and between patients, which
complicates diagnosis, prognosis and response to treatment. In this regard, an individualized, patient-cen-
tered approach becomes important, in which the use of mimetics and hsa-miRNA inhibitors involved in the
pathogenesis of the disease may be determinative. From this point of view hsa-miRNAs are of interest, their
aberrant expression is associated with poor prognosis for patients and is associated with tumor progression
due to dysregulation of programmed cell death (apoptosis). However, the effect of hsa-miRNA on tumor de-
velopment depends not only on its direct effect on expression of genes – primary targets, but also on second-
ary targets mediated by regulatory pathways. And while the former are actively studied, the role of secondary
targets of these hsa-miRNAs in modulating apoptosis is still unclear. The present work summarizes data on hsa-
miRNAs whose primary targets are key genes of the extrinsic pathway of apoptosis. Their aberrant expression is
associated with early disease relapse and poor patient outcome. For these hsa-miRNAs, using the software
package ANDSystem, we reconstructed the regulation of the expression of secondary targets and analyzed their
impact on the activity of the extrinsic pathway of apoptosis. The potential effect of hsa-miRNAs mediated by
the action on secondary targets is shown to negatively correlate with the number of their primary targets. It is
also shown that hsa-miR-373, hsa-miR-106b and hsa-miR-96 have the highest priority as the markers of hepa-
tocellular carcinoma, whose action on the secondary targets enhances their anti-apoptotic effect.

Keywords: microRNA, primary and secondary targets, ANDSystem, hepatocellular carcinoma, programmed
cell death, extrinsic pathway of apoptosis, regulatory pathways


