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Гепатоцеллюлярная карцинома (ГК) является наиболее распространенной формой опухолей печени 
и характеризуется поздними сроками выявления и низкой эффективностью стандартных терапевтических 
подходов. Идентификация эффективных биомаркеров и ключевых регуляторов развития ГК позволит раз-
работать новые способы ранней диагностики и направленной терапии этой опухоли. Топоизомераза II альфа 
(TOP2A), являющаяся важным регулятором процесса клеточного деления, в настоящее время рассматрива-
ется в качестве биомаркера для нескольких типов опухолей, однако в случае ГК изменения его экспрессии 
описаны в основном в опухолях пациентов с хронической инфекцией вирусами гепатита B или C. В данной 
работе на выборке из 19 образцов ГК, не ассоциированных с инфекцией вирусами гепатита, и парных об-
разцов неопухолевой ткани печени тех же пациентов демонстрируется, что значительное повышение экс-
прессии гена TOP2A наблюдается в 89,5 % случаев. Гиперэкспрессия TOP2A наиболее выражена в образцах 
пациентов старшего возраста и пациентов с цирротическими изменениями печени. Полученные результаты 
подтверждают высокий потенциал использования TOP2A в качестве чувствительного биомаркера ГК и воз-
можной мишени для разработки таргетных химиотерапевтических препаратов.
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Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most common type of liver tumors and is discerned by its late diagnosis 
and poor efficiency of standard therapeutic approaches. Identification of efficient biomarkers and crucial regulators of 
HCC progression will result in development of new methods of early diagnostics and targeted therapy for this tumor 
type. Topoisomerase II alpha (TOP2A) is an important regulator of cell proliferation and is currently considered to 
be used as a biomarker for several tumor types, but the changes of its expression in HCC are reported mainly in 
tumors of patients with chronic infection by hepatitis B or C viruses. Present study uses a set of 19 HCC samples 
not associated with hepatitis infection and corresponding samples of non-tumor liver tissue of the same patients to 
demonstrate that TOP2A expression is significantly upregulated in 89.5 % of cases. TOP2A overexpression is most 
prominent in specimens of older patients and patients with liver cirrhosis. These results confirm that TOP2A may be 
used as a highly sensitive HCC biomarker and a putative target for targeted chemotherapeutic drugs development.
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Гепатоцеллюлярная карцинома (ГК), 
преобладающая форма опухолей печени, 
занимает шестое место в  мире по  распро-
страненности и  второе по  уровню смерт-
ности среди злокачественных новообра-
зований [9]. Высокая смертность и  низкая 
эффективность лечения ГК определяются 
поздними сроками выявления заболевания 
и  устойчивостью к  стандартным схемам 
химиотерапии [6]. Основными фактора-
ми риска развития ГК являются хрониче-
ская инфекция вирусами гепатита В (HBV) 
или С  (HCV), цирроз печени, воздействие 
гепатоканцерогенов, метаболические на-
рушения. Поскольку по  спектру генетиче-
ских нарушений ГК является крайне гете-

рогенной опухолью, биомаркеров, которые 
с  достаточной чувствительностью и  спец-
ифичностью позволяли бы выявлять ГК, 
предсказывать ее рецидивирование или 
чувствительность к терапии, к настоящему 
времени не описано. Таким образом, поиск 
новых диагностических и прогностических 
маркеров ГК, а также идентификация потен-
циальных мишеней для направленной тера-
пии этого типа опухолей являются важной 
задачей молекулярной онкологии, решение 
которой может существенно улучшить ре-
зультаты лечения.

Гиперэкспрессия гена топоизомеразы II 
альфа (TOP2A) описана в нескольких типах 
злокачественных новообразований; TOP2A 
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рассматривается как потенциальная ми-
шень для  противоопухолевой терапии или 
биомаркер для  предсказания ответа опухо-
лей на химиотерапию. Ген TOP2A кодирует 
ядерный белок размером 170 кДа, который 
регулирует топологические структуры ДНК 
во время транскрипции и репликации, сегре-
гацию хромосом и  осуществляет контроль 
клеточного цикла. Топоизомеразы класса 
2 осуществляют АТФ-зависимое расщепле-
ние двойных цепей ДНК с  последующим 
лигированием, что способствует релакси-
рованию суперскрученной ДНК и облегчает 
расплетание двойной спирали при реплика-
ции, рекомбинации или транскрипции [3]. 
Способность TOP2A «распутывать» слож-
ные петли двуцепочечной ДНК определяют 
ее важную роль в  расхождении хромосом 
при митозе и  контроле генетической ста-
бильности [4]. Это свойство позволяет рас-
сматривать TOP2A как специфический мар-
кер клеточной пролиферации. 

TOP2A является мишенью для  различ-
ных химиотерапевтических препаратов, та-
ких как антрациклины (доксорубицин, эпи-
рубицин) и эпиподофилотоксины (этопозид, 
тенипозид) [4]. Коамплификация гена TOP2A 
и онкогена HER2, расположенных на хромо-
соме 17, предложена в качестве маркера чув-
ствительности опухолей молочной железы 
к терапии антрациклинами. 

Активация экспрессии TOP2A в  тканях 
ГК человека описана несколькими груп-
пами авторов на  небольших выборках, 
в  которые были включены образцы раз-
ной этиологии, и была наиболее выражена 
в случаях, ассоциированных с хронической 
инфекцией HBV или HCV [8]. Целью насто-
ящего исследования стал количественный 
анализ изменения экспрессии гена TOP2A 
в парных образцах ГК, не ассоциированных 
с инфекцией вирусами гепатита, и неопухо-
левой ткани печени тех же пациентов. 

Материалы и методы исследования
Для выделения тотальной клеточной РНК исполь-

зовали замороженные в жидком азоте образцы опухо-
левой и  неопухолевой ткани печени, измельченные 
в  охлажденном гомогенизаторе Поттера. Выделение 
РНК проводили с  использованием набора PureLink 
RNA Mini Kit (Ambion, США) согласно протоколу 
производителя. Концентрацию РНК определяли с по-
мощью спектрофотометра NanoDrop 1000  (Thermo 
Scientific, США).

Из выделенной РНК с помощью метода обратной 
транскрипции с  использованием случайных гекса-
нуклетидных праймеров и  обратной транскриптазы 
M-MLV (Promega, США), получали препараты кДНК 
как описано ранее [1].

Для проведения количественной полимеразной 
цепной реакции с  детекцией в  реальном времени 
(ПЦР-РВ) использовали набор реактивов для  про-
ведения ПЦР-РВ в  присутствии красителя SYBR 

Green I  (Синтол, Россия). Подбор праймеров прово-
дили при помощи программы Primer-BLAST [Интер-
нет-сервис NCBI/Primer-BLAST]. Синтез праймеров 
осуществляла фирма «Синтол» (Россия). Для  нор-
мализации результатов ПЦР-анализа в качестве вну-
треннего контроля использовали уровень экспрессии 
гена TATA-box-связывающего белка (TBP). Были ис-
пользованы следующие праймеры – TOP2A: прямой 
5’-ATTCAGGCTCAACACGCTGGT-3’, обратный 
5’-TGCAGCCCATTGGTCAGTTTG-3’ TBP: прямой 
5’-TGCACAGGAGCCAAGAGTGA-3’, обратный 
5’-ACTTCACATCACAGCTCCCCA-3’. 

ПЦР проводили в  амплификаторе «Bio-Rad 
CFX96» (Bio-Rad Laboratories, США). Детекцию 
и  обработку результатов производили с  помощью 
программного пакета «Bio-Rad CFX96  Manager 
software» (Bio-Rad Laboratories, США). Температура 
отжига праймеров была подобрана для  достижения 
наибольшей эффективности ПЦР и составила 67,7°С 
для TOP2A и  62,8°С для TBP. Специфичность реак-
ции проверяли, анализируя кривую плавления про-
дуктов в ПЦР-смеси после реакции. Расчет уровней 
экспрессии генов проводили с помощью метода гра-
дуировочного графика. Эксперименты проводили 
в 3–4 независимых повторах. В каждом независимом 
повторе вычисляли двоичный логарифм каждого зна-
чения уровня экспрессии гена, после чего рассчиты-
вали разность между нормализованными уровнями 
экспрессии TOP2A в соответствующих образцах опу-
холевой и  неопухолевой ткани. Полученные в  неза-
висимых повторах результаты усредняли. Достовер-
ность наблюдаемых отличий определяли с помощью 
U-теста Манна-Уитни и критерия знаков для парных 
наблюдений, достоверными считали различия, для ко-
торых показатель p < 0,05.

Результаты исследования  
и их обсуждение

Для анализа экспрессии TOP2A было 
использовано 19 пар клинических образцов 
нормальных (по макроскопической оценке не 
затронутых опухолевым процессом) и  опу-
холевых тканей пациентов с гистологически 
подтвержденным диагнозом «гепатоцел-
люлярный рак», полученных при резекции 
опухолей. Были исследованы только случаи, 
не ассоциированные с инфекцией HBV или 
HCV. Клинические характеристики исследо-
ванных случаев представлены в табл. 1. 

При анализе уровня экспрессии гена 
TOP2A с  помощью метода ПЦР-РВ более 
чем двукратное статистически достоверное 
повышение экспрессии TOP2A в  опухоли 
относительно соответствующего образ-
ца неопухолевой ткани печени наблюда-
лось в  17  из 19  исследованных случаев 
(89,5 %) (рис. А). Интересно, что наименее 
значимое повышение экспрессии TOP2A 
наблюдалось в  двух случаях (3, 6), пред-
ставленных образцами фиброламеллярных 
опухолей  – отдельного подтипа ГК, воз-
никающем преимущественно у  пациентов 
молодого возраста при отсутствии цирроза 
и  характеризующегося наличием «драй-
верной» хромосомной перестройки, при-
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Таблица 1
Клинические характеристики ГК, включенных в исследование

Характеристика образца Количество образцов (n=19)
Возраст, лет (среднее значение ± SD) 48,1 ± 19,2

Пол, мужской / женский 11 / 8
TNM стадия, I / II / III / IV 4 / 4 / 6/ 5

Размер опухоли, см (среднее значение ± SD) 10,1 ± 5,6
Структура опухоли (трабекулярная/ тубулярная/ фиброла-
меллярная / скиррозная/ плейоморфная/ светлоклеточная) 10/ 2/ 4/ 1/ 1/ 1

Капсула опухоли, отсутствует / слабовыраженная / вы-
раженная / НД 4 / 9 / 5 / 1

Инвазия в кровеносные сосуды, есть / нет 11 / 8
Васкуляризация опухоли, низкая / средняя / высокая / НД 2 / 5 / 5 / 7

Уровень дифференцировки,
классификация Эдмондсон-Стайнер,

G1 / G2 / G3 / Gx
3/ 8 / 3 / 5

Внутрипеченочные метастазы, есть / нет 8 / 11
Метастазы в лимфатические узлы, есть / нет 3 / 16

Отдаленные метастазы, есть / нет 1 / 18
Серологический уровень альфа-фетопротеина, низкий 

(<50 нг/мл) / высокий (>50 нг/мл) / НД 9 / 9 / 1

Цирроз, есть / нет 5 / 14
Некроз опухоли, есть / нет 12 / 7

НД – нет данных, Gx – уровень дифференцировки не применим. 

Рис. 1. Изменение экспрессии TOP2A в парных образцах ткани печени и ГК

водящей к  возникновению слитного белка 
DNAJB1–PRKACA с  ярко выраженными 
онкогенным свойствами [2]. По  данным 
полноэкзомных исследований, вследствие 
экспрессии химерного белка с  сильным 
трансформирующим потенциалом, коли-
чество других потенциально онкогенных 

мутаций и  хромосомных перестроек в  та-
ких опухолях значительно снижено. Мак-
симальный уровень активации экспрессии 
TOP2A (более чем в 50 раз) выявлен у па-
циента с множественными хромосомными 
перестройками, по-видимому, связанными 
с хромотрипсисом. 
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А) Изменение уровня экспрессии 

TOP2A в  образах ГК относительно соот-
ветствующих образцов неопухолевой ткани 
печени рассчитано как разница логарифмов 
нормализованного уровня экспрессии гена 
в  опухолевой ткани и  прилежащей неопу-
холевой ткани. Положительные значения 
полученной величины соответствуют по-
вышению, а  отрицательные  – понижению 
экспрессии гена в  опухоли. Результаты 
ранжированы по возрастанию изменений. –  
p < 0,05 (U-тест Манна-Уитни). 

Б) Попарное сравнение экспрессии 
TOP2A во всех образцах опухолевой и  не-
опухолевой ткани печени.  – p < 0,001 (кри-
терий знаков для парных наблюдений).

При попарном сравнении уровней экс-
прессии гена в  объединенных группах об-
разцов опухолевой и  неопухолевой ткани 
сохранялась тенденция повышения экспрес-
сии TOP2A в  ГК относительно неопухоле-
вой ткани печени (рис. Б). В неопухолевой 
ткани печени экспрессия TOP2A практиче-
ски не детектировалась. Корреляционный 
анализ выявил достоверные положительные 
корреляции повышения экспрессии TOP2A 
в опухоли с возрастом пациента и наличием 
цирротических изменений в  печени, ранее 
не описанные в литературе (табл. 2). 

Таблица 2
Корреляция повышения экспрессии гена TOP2A  
с клиническими характеристиками опухолей

Параметр Коэффициент кор-
реляции Спирмена

Значение 
параметра p

Пол мужской/женский -0,039 0,874
Возраст, лет 0,635 0,003

Стадия опухолевого процесса, цифровая 0,218 0,370
Размер наибольшего очага -0,149 0,542

Капсула опухоли (нет/ слабовыраженная/ выраженная) 0,121 0,632
Инвазия в кровеносные сосуды (нет/ есть) 0,325 0,175

Уровень васкуляризации узлов (нет/ низко/ умеренно/ 
высоко) -0,023 0,944

Уровень дифференцировки опухоли (высокая/средняя/ 
низкая/ не определяется) 0,054 0,854

Метастазы в лимфатические узлы (есть/ нет) 0,211 0,386
Удаленные метастазы (есть/ нет) -0,172 0,481

Уровень альфа-фетопротеина (низкий: <50 нг/мл, высо-
кий: >50 нг/мл) 0,161 0,524

Цирроз (есть/ нет) 0,589 0,008
Спонтанный некроз опухоли (есть/ нет) 0,359 0,132
Внутрипеченочные метастазы (есть/ нет) 0,195 0,425

Активация экспрессия TOP2A описана 
при раке ротовой полости, носоглотки, пи-
щевода, легкого, желчного пузыря, молоч-
ной железы, колоректальном раке и  ряде 
других типов опухолей [4,8,10]. По данным 
Panvichian и соавторов, увеличение экспрес-
сии TOP2A наблюдалось в  72.5 % (в 29  из 
40) образцов ГК по  сравнению с  неопухо-
левой тканью, и  было наиболее выражено 
в  случаях, ассоциированных с  инфекцией 
HBV [8]. 

Поскольку при гепатоканцерогенезе 
амплификации гена TOP2A не наблюдает-
ся, механизмы активации экспрессии этого 
гена в  ГК пока неясны. Одним из предпо-
лагаемых механизмов является нарушение 
функции негативного регулятора транс-
крипции TOP2A – опухолевого супрессора 
ТР53, инактивация которого является одним 
из наиболее частых геномных нарушений 
при гепатоканцерогенезе [4]. 

Имеются данные о  том, что повышен-
ный уровень TOP2A связан с  неблагопри-
ятным прогнозом выживаемости пациентов 
с мелкоклеточным раком легкого, яичника, 
толстой кишки, молочной железы, предста-
тельной железы и карциномой носоглотки. 
Ряд авторов предполагает, что повышение 
экспрессии TOP2A в ГК коррелирует с ран-
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ним возникновением опухоли (у пациентов 
моложе 40  лет), плохим прогнозом выжи-
ваемости и  химиорезистентностью [5,10], 
а также, возможно, ассоциировано с появле-
нием рецидивов [7,8]. При применении док-
сорубицина была показана корреляция воз-
никновения лекарственной устойчивости 
с  повышением уровня экспрессии TOP2A 
[7]. Можно ожидать, что дальнейшие иссле-
дования на расширенных выборках клини-
ческого материала позволят точнее опреде-
лить клинический потенциал использования 
уровня экспрессии TOP2A в качестве марке-
ра прогноза течения ГК и  их чувствитель-
ности к  химиотерапии с  использованием 
ингибиторов этого фермента. 

Заключение 
В настоящем исследовании нами выяв-

лено значительное повышение экспрессии 
гена TOP2A в  подавляющем большинстве 
образцов ГК, не  ассоциированных с  ин-
фекцией вирусами гепатита, по  сравнению 
с  неопухолевой тканью тех же пациентов, 
где этот ген практически не экспрессирует-
ся. Это наблюдение полностью согласуется 
с  литературными данными о  том, что вы-
сокий уровень экспрессии TOP2A является 
индикатором повышенного пролифератив-
ного статуса опухолевых клеток. Таким об-
разом, TOP2A может рассматриваться как 
перспективный маркер для  оценки проли-
феративного потенциала клеток ГК [8,10] 
и  многообещающая мишень для  направ-
ленной противоопухолевой терапии ввиду 
растущего числа новых ингибиторов этого 

фермента, находящихся в стадии разработ-
ки или клинических испытаний [4].
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