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Введение
Внутривенозное распространение является одним из свойств, характеризующих неопластический процесс. На микроскопическом уровне это явление характерно для многих опухолей, однако массивное макроскопическое прорастание внутрь полой вены выявляется лишь при  некоторых видах новообразований, в частности при почечно-клеточном раке [10, 16, 21,22]. 

Зачастую феномен внутривенозного распространения рака характеризуют как опухолевый тромб. Название «опухолевый тромб» сформировалось исторически и в настоящее время широко используется во всем мире, благодаря своей   «компактности» и «понятности», т.к. подразумевает наличие опухолевых масс в просвете крупных почечных сосудов и НПВ. Поэтому, словосочетание «опухолевый тромб» - неправильное, но прижившееся и активно применяемое терминологическое понятие.

Не смотря на то, что изучение макроскопической внутривенозной инвазии ведется на протяжении почти ста лет, остается множество вопросов, связанных с мофологическими характеристиками опухолевых тромбов и патогенезом их развития [12,15,18,23]. Способность почечно-клеточного рака к инвазии во многом определяется разрушением опухолью экстрацеллюлярного матрикса путем местной продукции желатиназных энзимов, в частности матриксных металлопротеиназ [6,17]. Биологическим потенциалом ММР-9 является способность разрушать протеины экстрацеллюлярного матрикса, прежде всего коллаген IV типа, что обуславливает повышенную миграцию клеток, принимающих участие в ангиогенезе новообразований. ММР-9 хранится в цитоплазматических везикулах, которые локализованы вблизи плазматической мембраны клеток эндотелия. В норме миграция везикул с поверхности клеток эндотелия происходит только в ответ на специфические ангиогенные стимулы и лишь на определенном участке клеточной мембраны. Предполагают, что в раковых клетках, особенно в зонах пролиферации и инвазии в стенку сосуда,  везикулы, наполненные ММР-9, могут выделяться непрерывно и по всей поверхности клеток.

Хотя некоторые научные работы продемонстрировали значение матриксных металлопротеиназ для локальной инвазии опухолей, в настоящее время имеется весьма мало информации о их роли в индукции и патогенезе внутривенозного распространения почечно-клеточного рака. .
На протяжении последних лет одной из научных тем, которые исследуются в Харьковской медицинской академии последипломного образования является «Диагностика и лечение онкоурологических заболеваний» (№ государственной регистрации 0110U002438). В рамках этой работы нашим заданием было исследование экспрессии ММР-9 у пациентов с внутривенозной опухолевой инвазией
Материал и методы
Патоморфологическое исследование опухолей почек проводили в лаборатории кафедры патологической анатомии Харьковской медицинской академии последипломного образования. В работу были включены только наблюдения светлоклеточного почечно-клеточного рака.
Для изучения морфологических особенностей ткани опухоли и внутривенозных опухолевых тромбов у больных почечно-клеточным раком  нами проведено гистологическое исследование 94 новообразований, удаленных хирургическим путем. Все наблюдения были разделены на три группы:

1-я - почечно-клеточный рак без признаков макро- или микроскопической инвазии в венозные сосуды (n= 21);

2-я – почечно-клеточный рак с микроскопической внутривенозной инвазией (n= 22);
3-я – почечно-клеточный рак с макроскопической инвазией в венозные сосуды почки и нижнюю полую вену(n= 51 ).

Возраст пациентов варьировал от 24 до 86 лет и составлял в среднем 57,8 лет. Мужчин от общего числа наблюдений было почти в 1,5 раза больше, чем женщин (56 или 59,6% против 38 или 41,4%). Эта тенденция отчетливо прослеживалась и в каждой отдельной выборке. 

Операционный материал подлежал макроскопическому и микроскопическому исследованию с учетом размеров и характера роста опухолей, наличия микро- и макроинвазии опухолевых тромбов в венозные сосуды (сегментарные вены, почечная вена, нижняя полая вена), их протяженности и гистологической структуры.

Для гистологического исследования иссекались кусочки из различных зон опухолевых узлов, а также, в наблюдениях с макроинвазией в венозные сосуды, из различных участков опухолевых тромбов (начало, тело и конец тромба, место инвазии в стенку сосуда) (всего 6-8 кусочков). Фрагменты ткани фиксировались в 10% растворе нейтрального формалина, забуференом фосфатным буфером. Затем материал подвергался стандартной проводке по этанолам возрастающей концентрации, хлороформом, после чего заливался парафином. Из приготовленых парафиновых блоков изготавливались серийные срезы толщиной 3-4 мкм. Во всех случаях использовались стандартные методы окраски гематоксилином и эозином, пикрофуксином по Ван Гизон.

В всех случаях проводилось иммуногистохимическое исследование опухолей и неопластических тромбов на содержание металлопротеиназы-9 (ММР-9, 92kDa Collagenase IV). Использовались концентрированные кроличьи поликлональные антитела (ПКАТ) к ММР-9, 92kDa Collagenase IV фирмы Thermo scientific (Великобритания) в разведении 1:50. Материал для иммуногистохимического исследования фиксировали 10% нейтральным формалином в течение 24 ч., заливали в парафин, готовили срезы толщиной 4 мкм, которые наносили на высокоадгезивные стекла и высушивали при температуре 37°С в течение 18 часов. Демаскирующая термическая обработка была выполнена по методу кипячения срезов в цитратном буфере (рН 6,0). Для визуализации первичных антител пименялась система детекции UltraVision Quanto Detection Systems HRP Polymer (Thermo scientific). В качестве хромогена использовался DAB (диаминобензидин).

Подсчет результатов осуществляли при помощи окулярной сетки Автандилова в 10 произвольно выбранных полях зрения при увеличении 400 [1]. Оценку иммуногистохимической метки производили по двум параметрам: степень распространения и интенсивность окраски. Степень распространения метки учитывалась по процентному содержанию окрашенной цитоплазмы клеток от общего числа клеток в поле зрения. Для оценки степени выраженности (интенсивности) окраски использовали полуколичественную шкалу: + – слабая, .++ – умеренная, +++ – выраженная цитоплазматическая реакция.

Комплекс морфологических и морфометрических исследований проводился на микроскопе Primo Star (Carl Zeiss) с использованием программ AxioCam (ERc 5s) и Microsoft Excel. 
Результаты
Основные характеристики исследованных опухолей представлены в таблице 1.

Таблица 1.
Основные характеристики исследованных опухолей
	Исследованные параметры
	Группа 1
	Группа 2
	Группа 3

	Сторона поражения

          Правая

          Левая
	11 (47,6%)

10 (52,4%)
	9 (40,9%)

13 (59,1%)
	29 (56,9%)

22 (43,1%)

	Размеры опухолей
	5,5 см (от 2,5 см до 7,1 см)
	6,8 см (от 3,2 см до 9,6 см)
	7,4 см (от 3,8 см до12,3 см)

	Уровень распространения тромба

 - Почечная вена

 - Каворенальный сегмент НПВ

  - Подпеченочный сегмент НПВ

  -Ретропеченочный сегмент НПВ

 -  Супрадиафрагмальная НПВ
	
	
	18 (35,3%)

8 (15,7%)

12 (23,5%)

11 (21,6%)

2 (3,9%)

	Тромб с признаками ретроградного распространения
	
	
	4 (7,8%)

	Градация по Fuhrman

1

2

3
	11 (52,4%)

8 (38,1%)

2 (9,5%)
	2 (9,1%)

12 (54,5%)

8 (36,4%)
	5 (9,8%)

28 (54,9%)

18 (35,3%)

	Инвазия в жир
	0
	3 (13,6%)
	21 (41,2%)

	Отдаленные метастазы
	0
	2 (9,1%))
	8 (15,7%)

	Лимфатические метастазы
	0
	1 (4,5%)
	3 (5,9%)


Диаметр опухолей варьировал от 2,5 до 12,3 см (в среднем 6,9 см). В отличие от опухолей без интралюминальной инвазии или с микроскопической инвазией, группа макроскопического внутривенозного распространения была представлена преимущественно крупными новообразованиями, размерами более 7,0 см (14,3% по сравнению с 54,9%) (табл. 2).











Таблица 2.
Распределение опухолей соответственно их диаметру

	Исследуемый параметр
	1-я группа (n=21)
	2-я группа(n=22)
	3-я группа(n=51)

	Диаметр опухоли
	

	Менее 4 см
	7 (33,3%)
	6 (27,2%)
	3 (5,9%)

	
	16 из 94 (17,0%)

	От 4 до 7 см
	11 (52,4%)
	8 (36,4%)
	20 (39,2%)

	
	39 из 94 (41,5%)

	Более 7 см
	3 (14,3%)
	8 (36,4%)
	28 (54,9%)

	
	39 из 94 (41,5%)

	Средний диаметр
	5,5 см
	6,8 см
	7,4 см


Семьдесят одна (75,5%) опухоль была хорошо отграничена от почечной паренхимы и жировой клетчатки плотной соединительнотканной капсулой. В остальных случаях (24,5%) имело место частичное разрушение капсулы в виде разволокнения, истончения или отека.

При изучении особенностей распределения и экспрессии ММР-9 в опухолях первой группы выявлено следующее. В 17 из 21 наблюдений (80,9%) экспрессия ММР-9 была слабой, равномерной, преимущественно цитоплазматической почти в 60% эпителиоцитов. В 4 (19%) случаях в цитоплазме, кое-где в клеточных мембранах и эндотелиоцитах реакцию можно было расценить как очаговую умеренную. Однако усиление окраски (++) было выявлено лишь в 12% клеточных элементов (Рис. 1).
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Рис. 1 Слабая экспрессия ММР-9 в клетках опухоли без инвазии в кровеносные сосуды, реакция с ПКАТ к ММР-9, 92kDa Collagenase IV; х100
     Во второй группе реакция с металлопротеиназой большей частью демонстрировала умеренную экспрессию, как в паренхиме опухолевого узла, так и в ткани опухолевого тромба. Таких случаев было 16 (72,7%). Число позитивно окрашенных клеток приближалось к 78% (Рис. 2). 
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Рис. 2 Умеренная очаговая экспрессия ММР-9 в очаге почечно-клеточного рака с микроваскулярной инвазией. Реакция с  ПКАТ к ММР-9, 92kDa Collagenase IV; х100, х400.
100% опухолей 3-й группы наблюдения отличались высоким содержанием матриксной металлопротеиназы, что подтверждалось диффузной выраженной позитивной реакцией клеток светлоклеточного рака с ММР-9 (Рис. 3).
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Рис. 3. Выраженная экспрессия ММР-9 в эпителиоцитах опухолевого тромба почечно-клеточной карциномы, в клетках эндотелия тромба и венозного сосуда; реакция с ПКАТ к ММР-9, 92kDa Collagenase IV; х400.
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Рис. 4. Выраженная экспрессия ММР-9 в клетках опухолевого инфильтративного роста почечно-клеточного рака в стенке венозного сосуда. Реакция с ПКАТ к ММР-9, 92kDa Collagenase IV; х100.

Если в первых двух группах исследования окрашенные гранулы располагались преимущественно в цитоплазме и цитоплазматической мембране клеток эпителия, то в данной выборке металлопротеиназа выявлялась в эндотелиоцитах опухолевого тромба, очагово в эндотелии вен почек, а также в лимфоцитах, макрофагах, гистиоцитах инфильтрата зоны инвазии стенки вены (Рис 4). В единичных случаях можно говорить и о сверхэкспрессии матриксной металлопротеиназы-9 в опухолевых узлах  - когда окраску воспринимали 100% клеток, как эпителиального, так и лимфогистиоцитарного ряда (Рис. 5).
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Рис. 5  Гиперэкспрессия ММР-9 в паренхиме опухолевого узла и в клетках опухолевого тромба почечно-клеточного рака с маковаскулярной инвазией. Реакция с ПКАТ к ММР-9, 92kDa Collagenase IV; х100.

Экспрессия ММР-9 не коррелировала с протяженностью (р=0,68) опухолевого тромба или с размерами основной опухоли (р>0,05). Мы также не обнаружили значимых различий при анализе препаратов из различных частей опухолевого тромба. Наличие отдаленных и лимфогенных метастазов, а также низкая степень дифференцировки опухолевых клеток были позитивными прогностическими параметрами в плане выявления гиперэкспрессии ММР-9 (р<0,01). 

    
Дискуссия
Главными свойствами злокачественного неопластического образования являются прорастание в окружающие ткани и метастатическое распространение по лимфатическим или кровеносным сосудам. Опухолевый тромб при этом можно рассматривать как уникальную морфологическую единицу, так как для него характерны признаки локального распространения и нахождение опухолевых клеток в просвете сосуда [4].

Размножение и рост опухолевых клеток рано или поздно приводит к повышению локального давления неопластической массы  на окружающие клетки и соединительную ткань. При этом следующим этапом является инвазия во внеклеточный матрикс, представленный двумя  структурами: базальными мембранами и межуточной соединительной тканью. Несмотря на вариабельную организацию, экстрацелюлярный матрикс имеет единые составляющие - коллаген, гликопротеины и протеингликаны. Упрощенно процесс проникновения опухоли в венозный просвет можно представить следующим образом: «проламывание» базальной мембраны своего эпителия, преодоление стромальной соединительной ткани и внедрение в сосуд через его базальную мембрану [2]. Данный процесс требует активного ферментативного расщепления компонентов экстрацеллюлярного матрикса. При этом возникают так называемые «каналы» инвазии. Процесс их формирования опосредован целым семейтвом протеиназ, среди которых ведущее место принадлежит металлопротеиназам. Эти ферменты выделяются непосредственно опухолевыми клетками, а также макрофагами или фибробластами, участвующими в иммунном ответе на опухоль.

Семейство матриксных металлопротеиназ (ММР) состоит из 20 энзимов, способных расщеплять почти все компоненты внеклеточного матрикса соединительных тканей. MMP представляют собой семейство цинк- и кальций-зависимых эндопептидаз. Они играют важную роль во многих нормальных физиологических процессах, таких как эмбриональное развитие, морфогенез, репродукция и ремоделирование ткани, а также в различных патологических процессах: артритах, злокачественном росте и сердечно-сосудистых заболеваниях [8,13,14]. Количество вновь синтезируемых MMP регулируется в основном на уровне транскрипции, а протеолитическая активность существующих MMP контролируется как активацией проферментов, так и ингибированием активных ферментов эндогенными ингибиторами, α2-макроглобулином и тканевыми ингибиторами металлопротеиназ (TIMP). ММР можно разделить на коллагеназы (ММР-1, -8 и -13), желатиназы (ММР-2 и -9) и стромелизины (ММР-3 и -10), каждая из которых отличается субстратной специфичностью. 

Так, установлено, что роль MMP-9 ограничивается не только участием в процессах воспаления, ремоделирования ткани, репарации, мобилизации матрикс-связанных факторов роста и процессинга цитокинов. Ее экспрессия коррелирует с десмоплазией (неправильная ориентация коллагена IV типа), которая сопровождает рак легкого и шейки матки, поджелудочной железы, процессы метастазирования при раке молочной железы, переходноклеточном раке мочевого пузыря [3,5]. Активность металлопротеиназ и в частности MMP-9 при внутривенозном распространении почечно-клеточного рака практически не изучена.

В одном из первых исследований, посвященных роли металлопротеиназ в прогрессии почечно-клеточного рака, Kugler A. и соавторы продемонстрировали, что высокий уровень экспрессии MMP-2 и  MMP-9 строго ассоциируется с инвазивностью опухоли и ее метастатическим потенциалом [11]. В опухолях, ограниченных почкой, суммарная экспрессия MMP-2 и MMP-9 была в 2,4 раза выше, чем в нормальной почечной ткани. При новообразованиях с признаками локальной инвазии или метастатического распространения этот параметр был выше в 4,8 раза. Причем уровень экспрессии данных маркеров повышался с увеличением стадии опухоли. Интересно, что экспрессия TIMP не коррелировала с опухолевой стадией. Cho N.M. и соавт. также представили негативное прогностическое значение повышенной экспрессии MMP-9 у пациентов с почечно-клеточным раком [7]. По данным мультивариантного анализа Т и М стадии, а также экспрессия MMP-9 играли важную роль в предсказании выживаемости. Хотя в этой работе отдельно не выделялась подгруппа пациентов с внутривенозным распространением опухоли, авторы указывают, что желатинолитическая активность MMP-9 в образцах конвенционального ПКР с внутривенозными опухолевыми тромбами имела наиболее высокие пики, а в образцах хромофобного рака с венозной инвазией эти пики имели сравнительно низкую интенсивность.


Экспрессия матриксных металлопротеиназ тестируется не только в опухолевой ткани, но и в моче или в плазме крови. Уровень металлопротеиназной активности  мочи значительно повышен у пациентов с ПКР [20]. Активная экспрессия MMP-7 в плазме крови отмечается у пациентов с метастазами ПКР. Она свидетельствует о плохих отдаленных онкологических результатах, что дает основание предлагать ММР-7 в качестве прогностического маркера для пациентов, подвергшихся хирургическому лечению [19]. Интересная работа была проведена Harada H. и соавторами, которые изучали уровень MMP-2 и MMP-9 в содержимом кист почек и кистозного ПКР. Эти ферменты гораздо чаще выявлялись при почечно-клеточном раке, но также были обнаружены в 2 из 14 доброкачественных кистах. Авторы делают вывод о возможном значении MMP в патогенезе кистозной патологии [9].


Результаты нашего исследования продемонстрировали очевидную роль MMP-9 в патогенезе внутривенозного распространения почечно-клеточного рака. В опухолях без признаков внутривенозной инвазии уровень ее экспрессии был низким. Окрашивание фиксировалось преимущественно в цитоплазме и ни в одном из наблюдений не охватывало все опухолевые клетки. Умеренная экспрессия встречалась лишь у 12% новообразований данной группы. Микроскопическая внутривенозная инвазия сопровождалась умеренной экспрессией MMP-9 в более 70% наблюдений. Для макроскопических опухолевых тромбов в почечной или в нижней полой вене была характерна картина "металлопротеиназного взрыва". Сто процентов опухолей  с этой формой инвазии демонстрировали высокие уровни экспрессии MMP-9. При этом металлопротеиназа выявлялась не только в опухолевых клетках, но и в эндотелиоцитах опухолевого тромба и почечных вен, а также в лимфоцитах, макрофагах, гистиоцитах инфильтрата зоны инвазии стенки вены. В отдельных случаях была выявлена сверхэкспрессия матриксной металлопротеиназы-9, когда окраска фиксировалась в 100% клеток, как эпителиального, так и лимфогистиоцитарного ряда. Свехэкспрессия наблюдалась у двух пациентов с тромбами ретропеченочного отдела НПВ и отдаленными метастазами. 


Мы не обнаружили различий в экспрессии MMP-9 в основной опухоли и в ткани тромба, также как и в разных участках тромба. Интересно, что уровни металлопротеиназной экспрессии не зависели от протяженности тромба. Гиперэкспрессия чаще отмечалась у пациентов с метастазами и низкой степенью дифференцировки опухоли.

Перспективы дальнейших исследований


Изучение активности ММР-9 в почечно-клеточных опухолях может иметь значительные перспективы в определении метастатического потенциала у пациентов с внутривенозным распространением данных новообразований. Для подтверждения этой гипотезы необходимо дальнейшее клинико-морфологическое исследование с изучением корреляций между экспрессией ММР-9, уровнем метастазирования опухолей и выживаемостью пациентов. 

Заключение


 ММР-9 может являться одним из наиболее значимых показателей инвазивного и метастатического потенциала эпителиальных светлоклеточных опухолей почек. Более агрессивный фенотип светлоклеточного ПКР ассоциируется со сверхэкспрессией металлопротеиназы ММР-9. Матриксная  металлопротеиназа-9 играет важную роль в патогенезе внутривенозного распространения ПКР. Однако, ее экспрессия не коррелирует с протяженностью и объемом опухолевого тромба или с размерами основной опухоли.
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Реферат
Активность матриксной металлопротеиназы - 9 (ММР-9) при внутривенозном распространении почечно-клеточного рака

Д.В. Щукин, В.Н. Лесовой, И.И. Яковцова, С.В. Данилюк, М.Н. Бабич, В.Д. Щукина

Введение Мы исследовали экспрессию ММР-9 у пациентов с внутривенозной опухолевой инвазией. 

Материал и методы В работу вошли 94 пациента, которые были разделены на три группы: первая - почечно-клеточный рак без признаков макро- или микроскопической инвазии в венозные сосуды (n= 21); вторая – почечно-клеточный рак с микроскопической внутривенозной инвазией (n= 22); третья – почечно-клеточный рак с макроскопической инвазией в венозные сосуды почки и нижнюю полую вену (n=51). Для иммуногистохимического исследования опухолей и неопластических тромбов на содержание металлопротеиназы-9 использовались концентрированные кроличьи поликлональные антитела (ПКАТ) к ММР-9, 92kDa Collagenase IV фирмы Thermo scientific (Великобритания) в разведении 1:50.
Результаты Экспрессия ММР-9 была гораздо выше в группе опухолей с макроскопическим внутривенозным распространением опухоли. Она не коррелировала с протяженностью (р=0,68) опухолевого тромба или с размерами основной опухоли (р>0,05). Наличие отдаленных и лимфогенных метастазов, а также низкая степень дифференцировки опухолевых клеток были позитивными прогностическими параметрами в плане выявления гиперэкспрессии ММР-9 (р<0,01). 

Заключение ММР-9 может являться одним из наиболее значимых показателей инвазивного и метастатического потенциала эпителиальных светлоклеточных опухолей почек. Более агрессивный фенотип светлоклеточного ПКР ассоциируется со сверхэкспрессией металлопротеиназы ММР-9. Матриксная  металлопротеиназа-9 играет важную роль в патогенезе внутривенозного распространения ПКР.
Ключевые слова: почечно-клеточный рак, внутривенозная инвазия, опухолевый тромб, ММР-9

Summary

Activity of matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) with intravenous extension of advanced renal cell carcinoma

DV Shchukin, VN Lesovoy, I.I. Yakovtsova, SV Danyluk, MN Babich,
VD Shchukina
Introduction We examined the expression of MMP-9 in patients with intravenous tumor invasion.

Material and methods We enrolled 94 patients who were divided into three groups: the first group - patients with renal cell carcinoma without evidence of macro- or microscopic invasion into the venous vessels (n = 21); the second group - renal cell carcinoma with microscopic intravenous invasion (n = 22); the third one - renal cell carcinoma with macroscopic invasion of the venous vessels of kidney and inferior vena cava (n = 51). For immunohistochemical examination of tumors and neoplastic thrombus for presence of metalloproteinase-9 concentrated MMP-9 rabbit polyclonal antibodies, 92kDa Collagenase IV, Thermo Scientific (UK), of 1:50 dilution were used.

Results The expression of MMP-9 was much higher in the group with macroscopic intravenous extension of the tumor. It did not correlate with the length (p = 0.68) of the tumor thrombus or with the size of the primary tumor (p> 0.05). The presence of distant lymphogenic metastases and, as well as the low degree of differentiation of tumor cells were positive prognostic values in terms of detecting of overexpression of MMP-9 (p <0.01).

Conclusion MMP-9 can be one of the most important indicators of the invasive and metastatic potential of epithelial clear cell renal tumors. A more aggressive phenotype of clear RCC is associated with overexpression of MMP-9 metalloproteinase. Matrix metalloproteinase-9 plays an important part in the pathogenesis of intravenous extension of RCC.

Key words: renal cell carcinoma, intravenous invasion, tumor thrombus, MMP-9
Реферат

Активність матриксної металлопротеінази - 9 (ММР-9) при внутрішньовенозному поширенні нирково-клітинного раку

Д.В. Щукін, В.М. Лісовий, І.І. Яковцова, С.В. Данилюк, М.М. Бабич,
В.Д. Щукіна

Введення Ми досліджували експресію ММР-9 у пацієнтів з внутрішньовенозною пухлинної інвазією.

Матеріал і методи У роботі досліджували 94 пацієнта, які були розділені на три групи: перша - нирково-клітинний рак (НКР) без ознак макро- або мікроскопічної інвазії у венозні судини (n = 21); друга - нирково-клітинний рак з мікроскопічною внутрішньовенною інвазією (n = 22); третя - нирково-клітинний рак з макроскопічної інвазією у венозні судини нирки і нижню порожнисту вену (n = 51). Для імуногістохімічного дослідження пухлин і неопластичних тромбів на утримання металопротеінази-9 використовувалися концентровані кролячі поліклональні антитіла (ПКАТ) до ММР-9, 92kDa Collagenase IV фірми Thermo scientific (Великобританія) в розведенні 1:50.

Результати Експресія ММР-9 була набагато вище в групі пухлин з макроскопічним внутрішньовенозним поширенням пухлини. Вона не корелювала з протяжністю (р = 0,68) пухлинного тромбу або з розмірами основної пухлини (р> 0,05). Наявність віддалених і лімфогенних метастазів, а також низький ступінь диференціювання пухлинних клітин були позитивними прогностичними параметрами в плані виявлення гіперекспрессіі ММР-9 (р <0,01).

Висновок ММР-9 може бути одним з найбільш значущих показників інвазивного і метастатичного потенціалу епітеліальних світлоклітинних пухлин нирок. Більш агресивний фенотип світлоклітинного НКР асоціюється зі надекспресією металлопротеінази ММР-9. Матриксна металопротеіназа-9 відіграє важливу роль у патогенезі внутрішньовенозного поширення НКР.
Ключові слова: нирково-клітинний рак, внутрішньовенозна інввазія, пухлинний тромб, ММР-9

Abstract

Activity of matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) with intravenous extension of advanced renal cell carcinoma

DV Shchukin, VN Lesovoy, I.I. Yakovtsova, SV Danyluk, MN Babich,
VD Shchukina
Introduction We examined expression of MMP-9 in patients with intravenous tumor invasion.

Material and methods. 94 patients were enrolled and divided into three arms. The patients in the first arm had renal cell carcinoma without evidence of either macro- or microscopic invasion into the venous vessels (n = 21); the second group patients had renal cell carcinoma with microscopic intravenous invasion (n = 22); the third group patients had renal cell carcinoma with macroscopic invasion into the venous vessels of kidney and inferior vena cava (n = 51).

The diameter of tumors ranged from 2.5 to 12.3 cm (average 6.9 cm). In contrast to tumors without intraluminal invasion or microscopic invasion, the group of macroscopic intravenous extension was represented mainly by large tumors, larger than 7.0 cm. The tumor thrombi in the third group were limited to the renal vein in 35.3% of cases, to the cava-renal segment of the IVC in 15 7%, to the suprahepatic segment in 23.5%, to supradiaphragmatic IVC – in 21.6%, and to the right atrium – in 3.9%. The first group had no patients with metastases and tumor extension into the fat tissue. In the second and third groups tumor invasion into the fat tissue occurred in 13.6% and 41.2%, respectively. Distant and/or lymphatic metastases were identified in 13.6% of the second group patients and in 21.6% of the third group patients.

For immunohistochemical tests of the tumors and neoplastic thrombi for presence of metalloproteinase-9 the preparation of concentrated MMP-9 rabbit

polyclonal antibodies, 92kDa Collagenase IV, Thermo Scientific (UK), 1:50 dilution was used.

Results

The results of our study have demonstrated the obvious role of MMP-9 in pathogenesis of intravenous extension of renal cell carcinoma. In tumors with no signs of invasion the level of its expression was low. Staining mainly aggregated in the cytoplasm and in none of the cases involved all the tumor cells. Moderate expression was found only in 12% of tumors in this group. Microscopic intravenous invasion was accompanied by a moderate expression of MMP-9 in more than 70% of cases. As for macroscopic tumor thrombi in either renal vein or inferior vena cava so called “metalloproteinase explosion” was typical. 100% of tumors with such type of invasion demonstrated high level of MMP-9 expression. Thus metalloproteinase was detected not only in tumor cells, but also in endothelial cells of tumor thrombus and renal veins, as well as in lymphocytes, macrophages, histiocytes of infiltration of the vein wall invasion zone. In some cases over-expression of MMP-9 was found, when staining aggregated in 100% of the cells, of both epithelial and lymphohistiocytic series. MMP-9 expression was much higher in the group of tumors with macroscopic intravenous extension of the tumor. It did not correlate either with the tumor thrombus length (p = 0.68) or with size of the primary tumor (p> 0.05). Distant and lymphogenous metastases, as well as the low differentiation of tumor cells were positive predictors for identification of MMP-9 over-expression (p <0.01).

Conclusion

MMP-9 may be one of the most important indicators of the invasive and metastatic potential of epithelial clear cell renal tumors. A more aggressive phenotype of clear RCC is associated with overexpression of metalloproteinase MMP-9. Matrix metalloproteinase-9 plays an important role in the pathogenesis of intravenous extension of RCC.
Key words: renal cell carcinoma, intravenous invasion, tumor thrombus, MMP-9
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