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Прогностическое значение экспрессии карбоангидразы 9 
в сочетании с другими маркерами при светлоклеточном 

почечно-клеточном раке
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Введение. В структуре онкологической заболеваемости России доля почечно-клеточного рака (ПКР) составляет 3,9 %. По тем-
пам прироста эта нозология занимает одну из лидирующих позиций. С 2004 по 2014 г. число новых случаев ПКР увеличилось 
на 42,9 %. Карбоангидразы (СА) – трансмембранные ферменты, которые играют важную роль в регуляции рН, катализируя 
обратимые реакции угольной кислоты в диоксид углерода и воду. В последнее время появились исследования, посвященные прогнос-
тическому и предиктивному значению экспрессии СА9 в светлоклеточном ПКР.
Цель исследования – изучение взаимосвязи между экспрессией СА9 и пролиферативной активностью, апоптозом, морфологиче-
ской картиной и клиническим течением опухоли.
Материалы и методы. В исследование включены 67 пациентов (47 мужчин и 20 женщин) в возрасте от 32 до 73 лет (55,0 ± 
7,6 года) со светлоклеточным ПКР. Все больные проходили лечение в Медицинском радиологическом научном центре. Сроки на-
блюдения составили от 8 до 116 мес (в среднем – 36,5 мес). Пациентам выполнена нефрэктомия, проведено гистологическое 
исследование с оценкой градации по Фурман, иммуногистохимическое исследование с антителами к р53, bcl-2, Ki-67 и CA9.
Результаты и выводы. Экспрессия CA9 ассоциируется с экспрессией bcl-2, отсутствие экспрессии – с р53. Потеря экспрессии 
CA9 является неблагоприятным фактором прогноза и связана с развитием метастазов и рецидива заболевания, а также с низкой 
безрецидивной выживаемостью.

Ключевые слова: карбоангидраза, светлоклеточный почечно-клеточный рак, пролиферативная активность, апоптоз, факторы 
прогноза, выживаемость
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Prognostic value of the expression of carbonic anhydrase 9  
in combination with other markers in patients with clear cell renal cell carcinoma
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Background. The proportion of renal cell carcinoma (RCC) in the structure of oncological incidence in Russia is 3.9 %. This nosology has 
a leading position by the growth rate. The number of new cases of RCC from 2004 to 2014 increased by 42.9 %. Carbonic anhydrase (CA) 
enzymes are transmembrane enzymes that play an important role in pH regulation catalyzing reversible reactions of carbonic acid to carbon 
dioxide and water. Recently we have seen studies on prognostic and predictive value of CA9 expression in clear cell RCC.
Objective – reveal relationship between CA9 expression and proliferative activity, apoptosis, morphological picture and clinical course of a tu-
mor.
Materials and methods. The study included 67 patients (47 men and 20 women) aged from 32 to 73 years (55.0 ± 7.6 years), suffering from 
clear cell RCC. All the patients were treated at the Medical Radiological Research Center. Follow-up period lasted from 8 to 116 months 
(mean – 36.5 months). Patients underwent nephrectomy, histological study with Fuhrman nuclear grading, immunohistochemistry with an-
tibodies against p53, bcl-2, Ki-67 and CA9.
Results and conclusions. CA9 expression is associated with the expression of bcl-2, while the lack of CA9 expression is associated with p53. 
Loss of CA9 expression is a poor prognostic factor and it is associated with the development of metastasis and recurrence of the disease, as well 
as lower disease-free survival.

Key words: carbonic anhydrase, clear cell renal cell carcinoma, proliferative activity, apoptosis, prognostic factors, survival
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Введение
В структуре онкологической заболеваемости Рос-

сии доля почечно-клеточного рака (ПКР) составляет 
3,9 %. По темпам прироста эта нозология занимает 
одну из лидирующих позиций. С 2004 по 2014 г. число 
новых случаев ПКР увеличилось на 42,9 % [1]. Прог-
ностических маркеров для ПКР на сегодняшний день 
не существует [2, 3]. Карбоангидраза 9 (СА9) экспрес-
сируется в разных гистологических подтипах ПКР. 
Большинство (95 %) светлоклеточных опухолей имеют 
высокую и гомогенную экспрессию СА9; в онкоцито-
мах, хромофобном и папиллярном типах рака ее экс-
прессия значительно ниже [4].

Впервые CA9 (G250) была описана в 1986 г. в ис-
следовании, посвященном опухолевой специфичности 
моноклонального антитела G250 [5]. СА9 – транс-
мембранный гликопротеин, относящийся к карбо-
ангидразной группе ферментов, которые являются 
критическими в регуляции избыточного выделения 
протонов в клетке и таким образом контролируют рН. 
[6, 7]. Экспрессия СА9 выявляется почти во всех типах 
опухолей (при раке шейки матки, пищевода, легких, 
мо лоч ной железы, головного мозга, вульвы, где экс-
прессия гетерогенна) и связана с гипоксией [8].

В последнее время появились исследования, посвя-
щенные прогностическому и предиктивному значению 
экспрессии СА9 при в светлоклеточном ПКР [9–12]. 
Прог ностическими маркерами при светлоклеточном ПКР 
являются Ki-67, отражающий пролиферативный уро-
вень опухоли, а также маркеры апоптоза р53 и bcl-2 [13].

Целью исследования явилось изучение взаимо-
связи между экспрессией СА9 и пролиферативной 
активностью, апоптозом, морфологической картиной 
и клиническим течением опухоли.

Материалы и методы
В исследование включены 67 пациентов (47 мужчин, 

20 женщин) в возрасте от 32 до 73 лет (55,0 ± 7,6 года) 
со светлоклеточным ПКР. Больные проходили лечение 
в Медицинском радиологическом научном центре. 
Сроки наблюдения составили от 8 до 116 мес (в сред-
нем – 36,5 мес). Всем пациентам выполнена нефрэк-
томия. После операции больным с распространенным 
опухолевым процессом назначали таргетную терапию 
1-й линии согласно рекомендациям Европейской ас-
социации урологов (EAU).

Гистологическое исследование проводили по раз-
работанному протоколу на большом числе фрагментов 
опухоли с учетом ее гетерогенности. Гистологические 
срезы опухолевой ткани окрашивали гематоксилином 
и эозином и использовали для иммуногистохимическо-
го исследования. Блокирование эндогенной перокси-
дазы проводили охлажденной 3 % перекисью водорода 
в течение 10 мин. В целях восстановления антигенной 
структуры клеток материала, фиксированного в фор-

малине и заключенного в парафин, выполняли про-
гревание гистологических срезов на водяной бане 
в течение 20 мин в 0,01 М цитратном буферном раст-
воре (рН 6.0). Инкубацию с первичными антителами 
(Dako) проводили при комнатной температуре в тече-
ние 60 мин. Для визуализации продуктов иммунной 
реакции был использован стрептавидин-биотиновый 
пероксидазный метод (EnVision+ System-HRP, Dako), 
в качестве хромогенного субстрата применяли раствор 
диаминобензидина (Liquid DAB+, Dako), ядра докра-
шивали гематоксилином. В качестве негативного 
контроля использовали срезы, на которые наносили 
лишь вторичные антитела, без предварительного на-
несения первичных.

Cтепень дифференцировки опухоли оценивали 
по Фурман согласно рекомендациям Всемирной ор-
ганизации здравоохранения 2004 г. [14]. Положитель-
ной экспрессией белка Ki-67 считали наличие специ-
фического окрашивания в коричневый цвет ядер 
опухолевых клеток и р53-специфического ядерного 
окрашивания более чем в 10 % опухолевых клеток. 
Положительной экспрессией bcl-2 – специфическое 
цитоплазматическое окрашивание более 75 % опухо-
левых клеток, положительной экспрессией CA9 счи-
тали специфическое мембранное окрашивание более 
75 % опухолевых клеток.

Для морфометрических исследований опухоли ис-
пользовали программу компьютерного анализа изо-
бражений OpenCVTool, цифровой сканер MIRAX 
MIDI (Zeiss), системный блок на базе процессора Intel 
Сore I3 с оперативной памятью 4 ГБ.

Подсчет индекса Ki-67 проводили на базе анализа 
более 1000 клеток. Индекс Ki-67 вычисляли как соот-
ношение количества специфически окрашенных ядер 
и количества всех ядер, выраженное в процентах.

Анализ выживаемости выполняли с помощью ме-
тода Каплана–Майера (1958), достоверность различий 
между кривыми выживаемости подтверждали посред-
ством Cox’s F-Test. Значимым принимали уровень 
достоверности р ≤ 0,05. Статистическую обработку 
полученных параметров проводили с применением 
пакета прикладных программ Statistica 10.0.

Результаты
По распространенности заболевания на момент 

диагностики больные распределились следующим 
образом: 31 (46,3 %) имели локализованный рак и 36 
(53,7 %) – метастатический. За период наблюдения 
у 13 пациентов с локализованной опухолью на мо-
мент диагностики в различные сроки после хирурги-
ческого лечения развилось прогрессирование забо-
левания.

Во всех случаях морфологически был верифици-
рован светлоклеточный вариант ПКР, распределение 
по Фурман было следующим: градация 1 – 3 пациента, 



42

О
Н

К
О

УР
О

Л
О

ГИ
Я

  
3’

20
16

   
ТО

М
 1

2 
  

  
C

A
N

C
ER

 U
R

O
LO

G
Y 

 3
’2

01
6 

 V
O

L.
 1

2

42

Диагностика и лечение опухолей мочеполовой системы. Рак почки

 

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Мес

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

1,0
Бе

зр
ец

ид
ив

на
я 

вы
ж

ив
ае

м
ос

ть

Завершенные случаи        Цензурированные случаи

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Мес

–0,1

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

1,0

Ка
нц

ер
-с

пе
ци

ф
ич

ес
ка

я 
вы

ж
ив

ае
м

ос
ть

 CA9+
 CA9-

 CA9+
 CA9-

Завершенные случаи        Цензурированные случаи

градация 2 – 17, градация 3 – 23 и градация 4 – 24. 
В 13 (19,4 %) опухолях был выявлен саркоматоидный 
компонент. Очаги некроза обнаружены в 35 случаях 
(52,2 %).

К негативным по СA9 мы отнесли 31 опухоль 
(46,3 %), из них только в 10 (14,9 %) экспрессия отсут-
ствовала полностью, а в 21 – регистрировалась очаго-
вая слабо выраженная экспрессия.

Средний уровень Ki-67 составил 9,7 ± 1,3 % (от 0,1 
до 49,0 %); Ki-67 выше 10 % выявили у 22 пациентов.

У 19 (28,4 %) пациентов зарегистрировали ядер-
ную экспрессию р53 разной степени выраженности 
как по количеству окрашенных клеток, так и по ин-
тенсивности окрашивания.

Полное отсутствие экспрессии bcl-2 наблюдалось 
у 31 пациента, еще у 9 была очаговая экспрессия (этих 
пациентов мы отнесли в группу bcl-2-негативных опу-
холей), а выраженная цитоплазматическая экспрессия 
выявлена только у 27 пациентов (40,3 %).

В саркоматоидном компоненте в 6 (46 %) случаях 
зарегистрирована экспрессия р53 и во всех 100 % слу-
чаев потеря экспрессии bcl-2 и CA9, а уровень Ki-67 
более 10 %.

Мы провели анализ экспрессии СА9 и ее связи 
с клиническими и морфологическими данными, а также 
с другими маркерами. В группе высокодифференци-
рованных опухолей (ядерной градации, 1 и 2 по Фур-
ман) только 4 из 20 мы отнесли к CA9-негативным, 
хотя экспрессия CA9 все-таки была очаговая и слабо 

выраженная, полного отсутствия экспрессии не за-
регистрировано ни в одном случае (см. таблицу). 
При градациях 3 и 4 мы отнесли 27 из 47 случаев к не-
гативным (в 10 случаях наблюдали полное отсутствие 
экспрессии, в остальных – очаговое слабо выраженное 
окрашивание) (р = 0,0047). Однако с наличием сарко-
матоидного компонента достоверной связи не выяв-
лено (см. таблицу), как и не обнаружено связи с уров-
нем Ki-67.

Экспрессия СА9 связана с хорошей безрецидив-
ной выживаемостью (р = 0,02) (рис. 1), а зависимость 
специфической выживаемости от экспрессии CA9 – 
на уровне тенденции (р = 0,098) (рис. 2).

Метастатический потенциал опухоли связан с по-
терей экспрессии СА9 (р = 0,009) (см. таблицу). Так, 

Cоотношение экспрессии СА9, клинических признаков и экспрессии 
других маркеров

Показатель CA9+ CA9–  p

Градации 1 и 2 16 (23,9 %) 4 (6 %)
0,0047

Градации 3 и 4 20 (29,8 %) 27 (40,3 %)

Саркоматозный  
компонент имеется 5 (7,5 %) 8 (11,9 %)

0,18
Саркоматозный  
компонент отсутствует 31 (46,3 %) 23 (34,3 %)

Локализованный рак 22 (32,8 %) 27 (40,3 %)
0,009

Метастатический рак 14 (20,9 %) 4 (6,0 %)

Ki-67 > 10 % 9 (13,4 %) 13 (19,4 %)
0,11

Ki-67 < 10% 27 (40,3 %) 18 (26,9 %)

Р53+ 5 (7,5 %) 14 (20,9 %)
0,005

Р53– 31 (46,3 %) 17 (25,4 %)

bcl-2+ 19 (28,4 %) 8 (11,9 %)
0,02

bcl-2– 17 (25,4 %) 23 (34,3 %)

Рис. 1. Зависимость безрецидивной выживаемости от экспрессии CA9

Рис. 2. Зависимость канцерспецифической выживаемости от экспрес-
сии CA9
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в группе пациентов, у которых опухоль экспрессиро-
вала СА9, метастазы выявили в 22 (61,1 %) случаях, 
а в группе с отсутствием экспрессии – в 27 (87,1 %). 
Причем метастазы выявили у 21 из 31 пациента с от-
сутствием экспрессии на момент диагностики, а в груп-
пе с экспрессией – у 15 из 36 (р = 0,029).

Экспрессия р53 сопровождается потерей экспрес-
сии CA9 (р = 0,005), потеря экспрессии bcl-2 также 
сочетается с потерей CA9 (см. таблицу).

Обсуждение
Карбоангидразы – трансмембранные ферменты, 

которые играют важную роль в регуляции рН, катали-
зируя обратимые реакции угольной кислоты в диоксид 
углерода и воду. Большинство работ, посвященных 
CA9, рассматривают ее экспрессию в различных вари-
антах ПКР [4, 15]. Мы оценивали прогностическое 
значение СА9 только при светлоклеточном варианте 
ПКР. В нашем исследовании выявлена четкая связь 
экспрессии CA9 со степенью дифференцировки опу-
холи (градацией Фурман). При понижении степени 
дифференцировки опухоли снижается и даже полно-
стью теряется экспрессия СА9. Такие же результаты 
мы встретили в работах других исследователей [8, 15, 16]. 
Мы не обнаружили корреляции с наличием саркома-
тоидного компонента. Однако следует отметить, что 
ни в одном случае в саркоматоидном компоненте опу-
холи CA9 не выявлялась, хотя в более дифференциро-
ванных участках экспрессия могла быть интенсивной, 
в связи с чем мы относили опухоль в группу CA9-
позитивных. Возможно, при оценке экспрессии CA9 
следует учитывать гетерогенность ПКР, точно так же 
необходимо учитывать саркоматоидный компонент 
как неблагоприятный фактор независимо от его объ-
ема. Саркоматоидный компонент является отражени-
ем дедифференцировки опухоли с потерей ее морфо-
логических и иммуногистохимических характеристик. 
В саркоматоидном компоненте наблюдается высокий 
уровень пролиферативной активности, отражением 
которого является Ki-67, часто появляется экспрессия 
онкопротеина р53 и потеря экспрессии bcl-2, а потеря 
экспрессии СА9 является закономерной.

В нашем предыдущем исследовании [13] Ki-67 
связан с высокой ядерной градацией и плохим прог-
нозом при светлоклеточном ПКР, а его уровень выше 
10 % – с развитием метастазов и низкой безметаста-
тической выживаемостью. Со снижением дифферен-
цировки увеличивается пролиферативная активность, 
и можно ожидать, что экспрессия CA9 и уровень Ki-67 
будут коррелировать, однако в настоящем исследова-
нии достоверной корреляции не выявлено. По всей 
видимости, они являются независимыми прогности-
ческими факторами.

Экспрессия р53 во многих [17, 18], в том числе 
в нашем [13], исследованиях является неблагоприят-

ным прогностическим фактором при ПКР, связана 
с прогрессированием заболевания, наличием метаста-
зов и низкой канцерспецифической выживаемостью. 
По нашим данным, в опухолях с наличием мутации 
гена р53 и экспрессией р53-протеина экспрессия CA9 
ослабевает или вовсе теряется, хотя отсутствие экс-
прессии р53 не является гарантией сохранения CA9. 
Связь экспрессии bcl-2 и CA9 прямая: бо^льшая часть 
опухолей, экспрессирующих bcl-2, сохраняет и СА9, 
а при потере bcl-2 теряет и CA9.

Потеря экспрессии СА9 сочетается с такими не-
благоприятными факторами прогноза, как экспрессия 
р53 и потеря экспрессии bcl-2. Отсутствие экспрессии 
CA9 является неблагоприятным фактором прогноза 
при светлоклеточном ПКР, который связан с развити-
ем метастазов, причем в большинстве случаев болезнь 
оказывается метастатической уже на момент диаг-
ностики.

Связь потери экспрессии СА9 с метастазами вы-
являют и другие исследователи [19]. Однако M. H. Bui 
и соавт. [20] показали, что низкий уровень экспрессии 
СА9 в первичном светлоклеточном ПКР был неблаго-
приятным предиктором выживаемости в исследова-
нии, включавшем 321 пациента. Причем у больных 
с локализованным раком, по их данным, СА9 не име-
ет прогностического значения (нет различий в выжи-
ваемости), а при метастатическом раке низкий уровень 
экспрессии отражает медиану канцерспецифической 
выживаемости (5,5 мес против 24,8 мес) с высоким 
уровнем экспрессии. Кроме того, в одной из работ 
Z. Pan и соавт. показали, что экспрессия СА9 в мета-
стазах даже выше, чем в первичной опухоли, но объ-
яснения этому феномену не дали [21].

По результатам нашего исследования экспрессия 
СА9 связана с хорошей безрецидивной выживае-
мостью (р = 0,02), зависимость канцерспецифической 
выживаемости от экспрессии CA9 рассматривается 
на уровне тенденции (р = 0,098). Полученные нами 
сведения согласуются с результатами метаанализа дан-
ных литературы, проведенного Z. Zhao и соавт. для 
уточнения прогностической роли CA9 при ПКР [22]. 
Согласно их выводам, многочисленные исследования, 
оценивающие CA9 в качестве прогностического мар-
кера для ПКР, имеют противоречивые результаты, но 
большинство полученных данных позволяют предполо-
жить, что низкая экспрессия CA9 ассоциируется с низ-
кой канцерспецифической выживаемостью (р = 0,006), 
плохими общей выживае мостью (р = 0,002) и выжива-
емостью без прогрессирования (р = 0,02). Некоторые 
исследователи не находят прогностического значения 
экспрессии СА9 [8, 23].

Полученные нами результаты и данные литера-
туры указывают на потенциал CA9 как ценного био-
логического маркера для прогнозирования течения 
заболевания у пациентов со светлоклеточным ПКР. 
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Диагностика и лечение опухолей мочеполовой системы. Рак почки

Кроме того, в последнее время CA9 придается боль-
шое значение как потенциальному эффективному 
биологическому маркеру для определения наилуч-
шего курса лечения в отношении конкретных паци-
ентов.
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Л И Т Е Р А Т У Р А / R E F E R E N C E S

Вывод
Потеря экспрессии CA9 является неблагоприят-

ным фактором прогноза при светлоклеточном ПКР, 
связана с развитием метастазов и рецидива заболева-
ния, низкой безрецидивной выживаемостью.


