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Введение. У большинства больных колоректальным раком (кРР) опухоль возникает на фоне метаболически здоро-
вого ожирения, или метаболического синдрома (более чем в 60 % случаев), ключевым патогенетическим моментом 
которого является развивающаяся гиперинсулинемия. метаболические изменения также характерны для больных 
с полипами толстой кишки (пТк), которые в настоящее время рассматриваются как наиболее значимые предраковые 
заболевания. показано, что фракции малых внеклеточных везикул (вв) адипоцитарного происхождения специфи-
чески обогащены белками внеклеточного матрикса, включая матриксные металлопротеиназы (ммPs), шаперонами, 
а также некоторыми метаболическими ферментами, участвующими в синтезе липидов и углеводов. это послужило 
причиной выбора экзосомальных маркеров в нашем исследовании. Сравнение экспрессии протеинов на CD9-  
и FABP4-позитивных вв будет полезно для объяснения некоторых клинических моментов, например эффективности 
терморадиотерапии или радиотерапии у больных кРР с ожирением, а также для более обоснованного поиска вези-
кулярных прогностических маркеров у онкологических пациентов с ожирением. цель исследования была сформу-
лирована с учетом отсутствия в литературе данных об уровне экспрессии MMPs и белков теплового шока (HSPs)  
в составе тотального пула вв и в FABP4-позитивных вв у пациентов с пТк и кРР.
Цель исследования – изучение уровня MMPs и HSPs на СD9- и FABP4-позитивных вв у пациентов с пТк и кРР  
во взаимосвязи с метаболическим статусом.
Материалы и методы. в исследование были включены 12 больных кРР (T2–4N0–2M0; средний возраст 59,6 ± 1,6 года), 
проходивших лечение в отделении абдоминальной онкологии Научно-исследовательского института онкологии Том-
ского национального исследовательского медицинского центра Российской академии наук с 2019 по 2021 г.  
в группу сравнения вошли 10 пациентов с пТк. Уровень белков на поверхности CD9- и FABP4-позитивных вв был 
изучен с помощью проточной цитометрии.
Результаты. мMP9-позитивные вв чаще выявлялись у больных кРР по сравнению с пациентами с пТк, однако 
MMP9+MMP2+TIMP-позитивные вв достоверно чаще обнаруживались у последних. из изученных белков теплового шока 
на поверхности вв наиболее часто экспрессировался HSP60, причем HSP60-позитивные вв выявлялись на поверхности 
CD9-позитивных экзосом при пТк гораздо чаще, чем при кРР. У больных кРР по сравнению с пациентами с пТк среди FABP4-
позитивных вв наблюдалось существенное увеличение доли трипл-позитивных вв и вв с фенотипом MMP9+MMP2-TIMP1+, 
что в целом может свидетельствовать о гиперэкспрессии MMP9 и TIMP1 адипоцитами или маркрофагами жировой ткани 
у больных кРР. корреляционный анализ выявил множественные связи отдельных фенотипов CD9-позитивных вв у боль-
ных кРР с индексом массы тела и уровнем холестерина липопротеинов высокой плотности в сыворотке крови, в то время 
как фенотипы FABP4-позитивных вв были ассоциированы в основном с уровнем триглицеридов.
Заключение. фенотипы CD9-позитивных и FABP4-позитивных циркулирующих вв перспективны в качестве предик-
торов для уточнения онкологического риска у больных с полипами толстой кишки, а также в плане объяснения 
эффективности лечения больных кРР с ожирением или метаболическим синдромом.

Ключевые слова: матриксные металлопротеиназы, белки теплового шока, жировая ткань, внеклеточные везикулы, 
FABP4, колоректальный рак
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Introduction. In most patients with colorectal cancer (CRC), the tumor develops against the background of metaboli-
cally healthy obesity or metabolic syndrome (more than 60 % of patients), the key pathogenetic moment of which  
is developing hyperinsulinemia. Metabolic changes are also characteristic of patients with colon polyps (CP), which are 
currently considered as the most significant precancerous diseases. It has been shown that fractions of small extracel-
lular vesicles (EVs) of adipocyte origin are specifically enriched in extracellular matrix proteins, including matrix metallo-
proteinases (MMPs), chaperones, and some metabolic enzymes involved in the synthesis of lipids and carbohydrates. This 
was the reason for choosing exosomal markers in our study. Comparison of protein expression on CD9- and FABP-4 pos-
itive vesicles will be useful to explain some clinical issues, such as the effectiveness of thermoradiotherapy or radiother-
apy in obese CRC patients; for a more substantiated search for vesicular prognostic markers in obese cancer patients. 
However, taking into account the lack of data in the literature on the level of MMPs and HSPs expression in the compo-
sition of the total pool of EVs and in the composition of FABP4-positive EVs in patients with PTC and CRC patients,  
the aim of the work was formulated.
Aim. Study of the level of MMPs and heat shock proteins (HSPs) on CD9- and FABP4-positive EVs in patients with CP  
and CRC in relation to metabolic status.
Materials and methods. The study included 12 patients with CRC (T2–4N0–2M0; mean age 59.6 ± 1.6 years) who were 
treated at the Department of Abdominal Oncology of the Cancer Research Institute of the Tomsk National Research 
Medical Center from 2019 to 2021. The comparison group included 10 patients with CP. The level of proteins on the surface 
of CD9- and FABP4-positive EVs was studied using flow cytometry.
Results. MMP9-positive EVs were detected more often in CRC patients than in CP patients, however, MMP9+MMP2+TIMP-positive 
EVs were significantly more frequently detected in CP patients. Among the studied heat shock proteins, HSP60 was most 
often expressed on the surface of EVs, and HSP60-positive EVs were detected on the surface of CD9-positive exosomes 
in patients with PTC much more often than in CRC. In patients with CRC, compared with patients with СP, among 
FABP4-positive EVs, the proportion of triple-positive EVs and EVs with the MMP9+MMP2-TIMP1+ phenotype significantly 
increases, which in general may indicate overexpression of MMP9 and TIMP1 by adipocytes or marcrophages of adipose 
tissue in patients with CRC. Correlation analysis revealed multiple correlations of individual phenotypes of CD9-positive 
EVs in patients with CRC with body mass index and serum high density lipoprotein cholesterol levels, while the phenotypes 
of FABP4-positive EVs were associated mainly with triglyceride levels.
Conclusions. The phenotypes of CD9-positive and FABP4-positive circulating EVs are promising as predictors for clarifying 
cancer risk in patients with colon polyps, as well as in terms of explaining the effectiveness of the treatment of CRC 
patients with obesity or metabolic syndrome.
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ВВЕдЕНИЕ
Согласно данным литературы, а также на основа-

нии проведенных нами ранее исследований [1, 2]  
у большинства пациентов с колоректальным раком 
(КРР) опухоль возникает на фоне метаболически здо-
рового ожирения, или метаболического синдрома 

(более чем в 60 % случаев), ключевым патогенетичес-
ким моментом которого является развивающаяся ги-
перинсулинемия. Метаболические изменения также 
характерны для больных с полипами толстой кишки 
(ПТК), которые в настоящее время рассматриваются 
как наиболее значимые предраковые заболевания. 
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Адипоциты продуцируют матриксные металлопроте-
иназы (MMPs) MMP-2, MMP-9 и их ингибитор 
TIMP1. Полученные из жировой ткани ММPs играют 
значительную роль в адипогенезе, ангиогенезе и ре-
моделировании внеклеточного матрикса, что может 
ускорить метастатический каскад [3, 4].

Известно, что жировая ткань имеет сложный кле-
точный состав, и везикулы с разной функционально-
стью могут секретироваться как адипоцитами, так  
и стромальными клетками. Среди резидентных в жи-
ровой ткани иммунных клеток макрофаги являются 
наиболее распространенным типом клеток: они со-
ставляют почти 50 % от общего числа клеток жировой 
ткани [5]. Предлагаемые кандидаты-маркеры везикул 
адипоцитарного происхождения (рецепторы, активи-
руемые пероксисомными пролифераторами (PPAR-γ), 
белок, связывающий жирные кислоты 4 (FABP4), фак-
тор 1 преадипоцитов (PREF-1)) не являются строго 
специфичными для клеток жировой ткани, могут се-
кретироваться некоторыми иммунными клетками,  
в основном макрофагами, а также найдены в составе 
внеклеточных везикул (ВВ) эндотелиального происхож-
дения [6–8]. Кроме того, в исследовании V. DeClercq  
и соавт. (2015) было показано, что адипонектин в экзо-
сомах составляет лишь небольшую часть общего коли-
чества адипонектина, секретируемого клетками 3T3-L1, 
и поэтому не может быть надежным маркером ВВ плаз-
мы [9]. FABP4 является маркером адипоцитов. Кроме 
того, ранее было показано, что этот белок гиперэкс-
прессирован в клеточных линиях дифференцирован-
ных адипоцитов мыши 3T3-L1, а также обнаружен  
в составе секретируемых в культуральную жидкость 
ВВ, что делает его наиболее привлекательным для из-
учения [10]. Мы не рассматриваем FABP4-позитивные 
ВВ как исключительно ВВ адипоцитарного происхож-
дения. Однако детектируемые методом проточной 
цитометрии FABP4-позитивные циркулирующие ВВ 
могут быть представлены ВВ адипоцитарного и макро-
фагального происхождения, которые и формируют 
жировую ткань.

Показано, что фракции малых ВВ адипоцитарно-
го происхождения специфически обогащены белками 
внеклеточного матрикса, включая ММPs, шаперона-
ми, а также некоторыми метаболическими фермента-
ми, участвующими в синтезе липидов и углеводов [11]. 
Это обусловило выбор экзосомальных маркеров в на-
шем исследовании. Мы также полагаем, что сравнение 
экспрессии протеинов на CD9- и FABP4-позитивных 
ВВ, возможно, будет полезно для объяснения некото-
рых клинических моментов, например эффективности 
терморадиотерапии или радиотерапии у больных КРР 
с ожирением, а также для более обоснованного поиска 
везикулярных прогностических маркеров у онкологи-
ческих больных с ожирением. Цель работы была сфор-
мулирована с учетом отсутствия в литературе данных 
об уровне экспрессии MMPs и белков теплового шока 
(HSPs) в составе тотального пула ВВ и циркулирующих 

ВВ, имеющих происхождение из жировой ткани, у па-
циентов с полипами толстой кишки (ПТК) и КРР.

Цель работы – изучение уровня MMPs и белков 
теплового шока (HSPs) на СD9- и FABP4-позитивных 
ВВ плазмы крови у пациентов с ПТК и КРР во взаи-
мосвязи с метаболическим статусом.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
В исследование были включены 12 больных КРР 

(T2–4N0–2M0; средний возраст 59,6 ± 1,6 года), про-
ходивших лечение в отделении абдоминальной онко-
логии Научно-исследовательского института онколо-
гии Томского национального исследовательского 
медицинского центра Российской академии наук  
с 2019 по 2021 г. В группу сравнения вошли 10 пациен-
тов, обследованных в условиях поликлинического от-
деления Института, у которых в ходе видеоколоноско-
пии была исключена злокачественная опухоль толстой 
кишки. У этих больных выявлены аденоматозные ПТК. 
Критериями включения пациентов в исследование яв-
лялись согласие на участие в нем и колоректальный рак 
T2–4N0–2M0. Критериями исключения при форми-
ровании группы КРР были первично-множественные 
формы КРР и КРР Ia стадии (Т1N0M0).

В подгруппы метаболических нарушений были 
включены пациенты с ПТК и КРР, имеющие метабо-
лический синдром, или так называемое метаболиче-
ски здоровое ожирение, в соответствии с критериями 
Международной диабетической федерации (Interna-
tional Diabetes Federation, IDF; 2005), под которым 
подразумевается наличие абдоминального ожирения 
(по критериям IDF), индекс массы тела (ИМТ) ≥30  
в сочетании с одним из дополнительных критериев 
метаболического синдрома или изолированное ожи-
рение [1, 2].

Измерение антропометрических параметров и мета-
болических маркеров плазмы крови. Измеряли окруж-
ность талии (посередине между нижним ребром  
и гребнем подвздошной кости) и бедер (в точке мак-
симальной окружности ягодиц). Индекс массы тела 
рассчитывали по формуле:

Исследование уровней общего холестерина (ХС), ХС 
липопротеинов высокой плотности (ХС ЛПВП), ХС ли-
попротеинов низкой плотности (ХС ЛПНП) и тригли-
церидов проводили на многоканальном биохимическом 
анализаторе Konelab-20 (Финляндия) после 16-часового 
голодания с использованием реактивов фирм Human 
(Германия) и ThermoScientific (Финляндия).

Выделение внеклеточных везикул из плазмы крови. 
Внеклеточные везикулы были выделены из плазмы 
крови методом ультрафильтрации с двойным ультра-
центрифугированием. Венозную кровь (около 27 мл) 
от пациентов с ПТК и КРР собирали в пробирки  
с К3-ЭДTA (BD Vacutainer Plus Tubes, Becton Dickinson, 

масса тела (кг)
ИМТ = рост (м)2

.
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Великобритания). Ультрацентрифугирование выполняли 
на ультрацентрифуге Optima XPN 80 (Beckman Coulter, 
США). Выделенные ВВ ресуспендировали в 600 мкл фос-
фатно-солевого буфера. Аликвоты ВВ замораживали  
в жидком азоте и хранили при –80 °С [12, 13].

Типирование внеклеточных везикул плазмы крови. 
Для подтверждения экзосомальной природы выделен-
ных везикул проводили электронную микроскопию, 
а также определяли уровень тетраспанинов CD9, СD63 
и СD81. Трансмиссионная электронная микроскопия 
выполнена на базе Института химической биологии  
и фундаментальной медицины Сибирского отделения 
Российской академии наук. Для проточной цитоме-
трии 10 мкл (3х105) альдегид-сульфатных латексных 
частиц диаметром 4 мкм (4 %, A37304, Invitrogen, США) 
отмывали дважды по 100 мкл 0,1 M MES-буфером pH 5,5 
(3000g, 15 мин) и ресуспендировали в 25 мкл MES-буфера. 
Затем к 12,5 мкл частиц вносили по 3 мкг моноклональ-
ных антител против CD9 (ab134375, Abcam, Великобри-
тания) при комнатной температуре в течение 14 ч при 
осторожном перемешивании. Аликвоты ВВ (около 30 мкг 
белка) инкубировали с комплексами антитело – латекс-
ные частицы в 100 мкл фосфатно-солевого буфера (PBS) 
при 4 °С в течение 14 ч при осторожном перемешивании. 
Реакцию блокировали 0,2 М глицином в течение 30 мин 
при 4 °С. Комплексы ВВ-антитело – латексные частицы 
инкубировали с FITC-конъюгированными антителами 
против тетраспанинов (CD63, CD81 и CD24) при 4 °C  
в течение 30 мин. Цитометрия комплексов выполнена на 
цитометре Cytoflex (Becman Coulter, США). Данные ана-
лизировали с помощью программы CytExpert 2.0 Software. 
Медиана интенсивности флуоресценции (MFI) комплек-
сов была проанализирована в сравнении с изотипическим 
контролем и отрицательными контролями.

Количественная оценка белка. Для оценки концентра-
ции белка во ВВ использовали набор количественного 
определения NanoOrange Protein (Molecular Probes, CIF) 
в соответствии с рекомендациями производителя.

Анализ сочетания экспрессии HSP60, HSP27 и HSP90 
на поверхности СD9-позитивных внеклеточных везикул. 
Аликвоты ВВ (около 30 мкг белка) инкубировали с 3×105 
анти-CD9-латексными частицами в 150 мкл PBS при 4 °С 
в течение ночи при осторожном перемешивании и бло-
кировали в 0,2 М глицине в течение 30 мин. Затем, после 
отмывки комплексов PBS, для блокирования неспецифи-
ческого связывания использовали human BD Fc Block 
(564219, BD, США), далее их окрашивали комплексом 
антител (анти-HSP60-PE (2 мкл на тест, FAA822Hu41, 
Cloud-Clone Corp., Китай), анти-HSP27-FITC (2 мкл  
на тест, FAA693Hu81, Cloud-Clone Corp., Китай) и анти-
HSP90-APCФ (2 мкл на тест, FAA863Hu51, Cloud-Clone 
Corp., Китай)) в течение 20 мин при комнатной тем-
пературе. Отдельные комплексы были гейтированы  
и исследованы на цитометре Cytoflex (Becman Coulter, 
США). Данные анализировали с помощью програм-
много обеспечения CytExpert 2.0.

Анализ сочетания экспрессии ММР9, ММР2  
и TIMP-1 на поверхности CD9-позитивных ВВ. Анализ 
выполняли аналогично методике, представленной вы-
ше. Использовали антитела анти-TIMP1-APC (2 мкл 
на тест, FAA522Hu51, Cloud-Clone Corp., Китай),  
анти-MMP2-PE (2 мкл на тест, FAA100Hu41, Cloud-
Clone Corp., Китай) и анти-MMP9-FITC (2 мкл на 
тест, FAA553Hu81, Cloud-Clone Corp., Китай).

Анализ сочетания экспрессии HSP60, HSP27, 
HSP90, ММР9, ММР2 и TIMP-1 на поверхности 
FABP4-позитивных экзосом. Анализ выполняли анало-
гично представленной выше методике. Использовали 
моноклональные антитела против FABP4 (ab134375, 
Abcam, Великобритания).

Статистическая обработка результатов. Данные были 
обработаны с помощью пакета программ Statistica 10.0. 
Для оценки различий между группами использовали 
критерий Манна–Уитни. Для выявления корреляци-
онных связей рассчитывали коэффициент ранговой 
корреляции Спирмена (r).

РЕзУЛьТаТы
Экзосомальная природа выделенных везикул была 

подтверждена трансмиссионной электронной микро-
скопией. В препаратах, выделенных из плазмы крови 
пациентов с ПТК и КРР, малые ВВ (экзосомы) визуа-
лизировались как четко структурированные частицы 
чашеобразной формы низкой электронной плотности 
с сохранной мембраной. Кроме того, в препаратах 
присутствовали частицы, не соответствующие ВВ  
по морфологии («не-везикулы»), их размер не превы-
шал 100 нм (рис. 1). Выделенные ВВ больных ПТК  
и КРР, как было показано и для других локализаций 
рака, экспрессировали типичные экзосомальные мар-
керы (СD9, CD81, CD63) (рис. 2) [12, 13]. Общая стра-
тегия гейтирования, а также состав MMPs и HSPs на 
поверхности СD9-позитивных экзосом у пациентов  
с ПТК и КРР представлены на рис. 3 и в табл. 1. В таб-
лице приведены только статистически значимые связи 
(с уровнем значимости p <0,05).

Представленные результаты согласуются с полу-
ченными нами ранее данными о преимущественной 
экспрессии MMP9 на поверхности СD9-позитивных 
ВВ по сравнению с MMP2 и TIMP1, причем MMP9-
позитивные экзосомы чаще обнаруживались у боль-
ных КРР [14]. Трипл-позитивные по данным маркерам 
ВВ достоверно выявлялись у больных ПТК. Из из-
ученных HSPs на поверхности ВВ наиболее часто экс-
прессировался HSP60, при этом HSP60-позитивные 
ВВ наблюдались при ПТК гораздо чаще, чем при КРР. 
Однако циркулирующие ВВ, экспрессирующие как 
HSP60, так и HSP27, встречались в 4 раза чаще при КРР 
(см. рис. 3 а–д). Состав матриксных ММPs и HSPs на 
поверхности FABP4-позитивных экзосом у больных 
ПТК и КРР с метаболическими нарушениями пред-
ставлен в табл. 2.
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Рис. 1. Внеклеточные везикулы, выделенные из плазмы: а – пациентов с полипами толстой кишки; б – пациентов с колоректальным раком. 
Стрелками обозначены везикулы, по морфологии соответствующие экзосомам. Длина масштабной линии соответствует 200 нм, на врезках – 
100 нм. Электронная микроскопия, негативное контрастирование фосфорновольфрамовой кислотой
Fig. 1. Plasma extracellular vesicles isolated from: a – of patients with colon polyps; б – patients with colorectal cancer. Arrows indicate the vesicles that have 
the morphology of exosomes. The length of the scale line equals 200 nm; in the insets, 100 nm. Electron microscopy; negative staining with phosphotungstic acid

Рис. 2. Экспрессия CD63, CD81 и CD24 на CD9-позитивных внеклеточных везикулах плазмы крови пациентов с полипами толстой кишки (а)  
и колоректальным раком (б). Изотипический и отрицательный контроль (латексные частицы с FITC-меченными антителами против CD9  
и CD81) (в). Приведены средние значения медианы интенсивности флюоресценции (MFI)
Fig. 2. Expression of CD63, CD81, and CD24 on CD9-positive plasma extracellular vesicles of patients with colon polyps (a) and colorectal cancer (б). Isotype 
and negative control (latex beads with FITC-labeled anti-CD9 and anti-CD81 antibodies) (в). Mean fluorescence intensity (MFI) is shown
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Рис. 3. Проточная цитометрия внеклеточных везикул (ВВ) плазмы крови: а – прямое (FSC-A) и боковое светорассеяние (SSC-A) комплексов ВВ 
с альдегид-сульфатными латексными частицами; б – HSP60-позитивные ВВ в составе CD9-позитивных ВВ у пациентов с полипами толстой 
кишки (ПТК); в – HSP60-позитивные ВВ в составе CD9-позитивных ВВ у пациентов с колоректальным раком (КРР). Тройное мечение антите-
лами против HSP60, HSP27, HSP90 ВВ плазмы крови больных ПТК (г) и КРР (д); е – MMP9-позитивные ВВ в составе FABP4-позитивных ВВ  
у больных КРР. Тройное мечение антителами против MMP9, MMP2, TIMP1 ВВ плазмы крови больных КРР (ж) и ПТК (з)
Fig. 3. Flow cytometry of plasma extracellular vesicles (EVs): a – forward (FSC-A) and side scatter (SSC-A) of EV complexes with aldehyde/sulfate latex 
beads; б – HSP60-positive EVs among CD9-positive EVs from patients with colon polyps (CPs); в – HSP60-positive EVs among CD9-positive EVs from patients 
with colorectal cancer (CRC). Triple labeling with anti-HSP60, -HSP27, and -HSP90 antibodies of serum EVs form CP patients (г) and CRC patients (д);  
е – MMP9-positive EVs among FABP4-positive EVs from CRC patients. Triple labeling with anti-MMP9, -MMP2, and -TIMP1 antibodies of serum EVs  
from CRC patients (ж) and CP patients (з)
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Таблица 1. Состав матриксных металлопротеиназ и белков теплового шока на поверхности СD9-позитивных внеклеточных везикул (ВВ) 
плазмы крови у пациентов с полипами толстой кишки (ПТК) и колоректальным раком (КРР), %

Table 1. Composition of matrix metalloproteinases and heat shock proteins on the surface of CD9-positive plasma extracellular vesicles (EVs) in patients with 
colon polyps (CPs) and colorectal cancer (CRC), %

Фенотип ВВ 
Phenotype of EVs

ПТК (n = 10) 
CPs (n = 10)

КРР (n = 12) 
CRC (n = 12)

p

HSP60+ 19,4 ± 1,86 11,10 ± 1,21 <0,05

HSP60+HSP27+HSP90– 6,30 ± 3,26 26,5 ± 3,01 <0,05

HSP60+HSP27–HSP90– 91,7 ± 3,52 73,0 ± 2,91 <0,05

HSP60+HSP27–HSP90+ 1,35 ± 0,55 1,49 ± 0,25 –

MMP9+ 6,45 ± 1,82 11,00 ± 1,02 <0,05

MMP9+MMP2+TIMP1+ 8,70 ± 1,02 5,80 ± 0,93 <0,05

MMP9+MMP2+TIMP1– 11,00 ± 0,92 9,70 ± 1,37 –

MMP9+MMP2–TIMP1– 71,75 ± 10,20 75,25 ± 4,50 –

MM9+MMP2–TIMP1+ 11,45 ± 3,71 10,40 ± 2,85 –

Таблица 2. Состав матриксных металлопротеиназ и белков теплового шока на поверхности FABP4-позитивных внеклеточных везикул (ВВ) 
плазмы крови у пациентов с полипами толстой кишки (ПТК) и колоректальным раком (КРР) с метаболическими нарушениями, %

Table 2. Composition of matrix metalloproteinases and heat shock proteins on the surface of FABP4-positive plasma extracellular vesicles (EVs) in patients 
with colon polyps (CPs) and colorectal cancer (CRC) with metabolic disorders, %

Фенотип ВВ 
Phenotype of EVs

ПТК (n = 6) 
CPs (n = 6)

КРР (n = 8) 
CRC (n = 8)

p

HSP60+ 18,90 ± 3,10 19,56 ± 2,21 –

HSP60+HSP27+HSP90– 24,10 ± 3,90 23,73 ± 3,22 –

HSP60+HSP27–HSP90– 74,75 ± 5,55 75,03 ± 5,35 –

HSP60+HSP27–HSP90+ 0,95 ± 0,35 1,05 ± 0,24 –

MMP9+ 8,33 ± 1,15 11,2 ± 2,00 –

MMP9+MMP2+TIMP1+ 3,33 ± 1,71 10,85 ± 2,40 <0,05

MMP9+MMP2+TIMP1– 10,63 ± 2,53 10,38 ± 1,77 –

MMP9+MMP2–TIMP1– 82,33 ± 5,83 61,34 ± 6,38 <0,05

MMP9+MMP2–TIMP1+ 3,73 ± 0,65 17,36 ± 3,10 <0,05

При анализе экспрессии MMPs, TIMP1 и HSPs на 
поверхности ВВ адипоцитарного происхождения стати-
стически значимых различий в отношении HSPs между 
группами выявлено не было. Доля FABP4-позитивных 
ВВ, экспрессирующих MMP9, MMP2 и их ингибитор 
TIMP1, была значительно выше у больных КРР (p <0,05). 
Аналогично ВВ адипоцитарного происхождения, экс-
прессирующие MMP9 и TIMP1, но не экспрессирующие 
MMP2, чаще выявлялись у больных КРР. Полученные 

результаты свидетельствуют, что экспрессия HSP90 как 
на CD9-позитивных, так и на FABP4-позитивных ВВ 
плазмы крови больных КРР и ПТК встречается редко 
(см. рис. 3а, 3 е–з). 

Корреляционные связи (коэффициенты ранговой 
корреляции Спирмена) между фенотипами CD9-по-
зитивных ВВ и возрастом, ИМТ, окружностью талии, 
уровнем триглицеридов, ХС, ХС ЛПВП у больных 
КРР представлены в табл. 3, а между фенотипами 
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Таблица 3. Корреляционные связи между фенотипами CD9-позитивных внеклеточных везикул (ВВ) и возрастом, индексом массы тела, окруж-
ностью талии, уровнем триглицеридов, общим холестерином (ХС), ХС липопротеинов высокой плотности (ХС ЛПВП) у больных колоректаль-
ным раком

Table 3. Correlation between the phenotypes of CD9-positive extracellular vesicles (EVs) and colorectal cancer patients’ age, body mass index, waist 
circumference, levels of triglycerides, total cholesterol (CL), and high-density lipoprotein CL (HDL CL)

Фенотип ВВ 
Phenotype of EVs

Возраст 
Age

Индекс массы 
тела 

Body mass index

Окружность 
талии 

Waist circumference

Уровень 
триглицеридов 

Level of triglycerides

Уровень ХС 
CL level

Уровень ХС 
ЛПВП 

HDL CL level

60+ – – – – – –

60+27+90– – – – – – 0,61

60+27–90– – – – – – –0,61

60+27–90+ – –0,61 – – – –0,68

9+ – 0,53 0,60 – – –

9+2+TIMP+ – – – – – –

9+2+TIMP– 0,57 – – – – –

9+2–TIMP– – – – – – –

9+2–TIMP+ – 0,56 – – – 0,62

Примечание. Представлены только значимые коэффициенты корреляции с уровнем значимости p <0,05. 
Note. Only significant correlation coefficients with p <0.05 are shown.

Таблица 4. Корреляционные связи между фенотипами FABP4-позитивных внеклеточных везикул (ВВ) и возрастом, индексом массы тела, 
окружностью талии, уровнем триглицеридов, общим холестерином (ХС), ХС липопротеинов высокой плотности (ХС ЛПВП) у больных коло-
ректальным раком

Table 4. Correlation between the phenotypes of FABP4-positive extracellular vesicles (EVs) and colorectal cancer patients' age, body mass index, waist 
circumference, levels of triglycerides, total cholesterol (CL), and high-density lipoprotein cholesterol (HDL CL)

Фенотип ВВ 
Phenotype of EVs

Возраст 
Age

Индекс массы 
тела 

Body mass index

Окружность 
талии 

Waist circumference

Уровень триглице-
ридов 

Level of triglycerides

Уровень ХС 
CL level

Уровень ХС 
ЛПВП 

HDL CL level

60+ – – – – – –0,59

60+27+90– – – – – – –

60+27–90– – – 0,53 0,54 – –

60+27–90+ – –0,68 –0,79 – – –

9+ – – – – –0,74

9+2+TIMP+ – – – 0,67 – –

9+2+TIMP– – – – – – –

9+2–TIMP– – – – – – –

9+2–TIMP+ – – – 0,52 – –

FABP4-позитивных ВВ и возрастом, ИМТ, обхватом 
талии, уровнем триглицеридов, ХС, ХС ЛПВП у боль-
ных КРР – в табл. 4. Проведенный корреляционный 
анализ не выявил статистически значимых взаимо-
связей в группе ПТК как для СD9-, так и для FABP4-
позитивных экзосом.

Проведенный корреляционный анализ выявил 
множественные связи фенотипов CD9-позитивных 
ВВ у больных КРР с ИМТ и уровнем ХС ЛПВП сыво-
ротки крови, в то время как фенотипы FABP4-пози-
тивных ВВ были ассоциированы в основном с уровнем 
триглицеридов (рис. 4).
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Рис. 4. Графики рассеяния. Зависимость содержания СD9-позитивных внеклеточных везикул (ВВ) с фенотипом HSP60+HSP27–HSP90+  
от уровня холестерина липопротеинов высокой плотности (ХС ЛПВП) в сыворотке крови (а), FABP4-позитивных ВВ с фенотипом 
MMP9+MMP2+TIMP1+ от уровня триглицеридов в сыворотке крови (б) у больных колоректальным раком. Сплошная линия – линия тренда, 
пунктирная линия – 95 % доверительный интервал (ДИ)
Fig. 4. Scatter plots. Correlation between the level of CD9-positive extracellular vesicles (EVs) with the HSP60+HSP27–HSP90+ phenotype and serum level 
of high-density lipoprotein cholesterol (HDL CL) (a); correlation between the level of FABP4-positive EVs with the MMP9+MMP2+TIMP1+ phenotype and 
serum level of triglycerides (TAG) (б). Solid line – trend line; dotted line – 95% confidence interval (CI)
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ОбСУждЕНИЕ
Мембрана экзосом наряду с тетраспанинами и ин-

тегринами содержит комплекс протеаз (ADAM-про-
теазы, MMPs). Секретируемые (ММP1, ММP13, 
ММP2, ММP9, ММP3, ММP10, ММP7) и мембрано-
связанные (ММP14, ММP24, ММP25) ММPs выявле-
ны в экзосомах. Наиболее изучены желатиназы ММP2 
и ММP9. В составе ВВ выявлены ингибиторы ММPs: 
TIMP1, TIMP2, TIMP3 [15–19]. Полагают, что перенос 
ВВ MMP2, MMP3 и MMP9 увеличивает их содержание 
в отдаленных от первичной опухоли участках, в частно-
сти в лимфатических узлах и ткани легкого, однако 
роль конкретно везикулярных металлопротеиназ и их 
ингибиторов в формировании и прогрессировании зло-
качественных опухолей изучена недостаточно. 

Белки теплового шока, находящиеся внутри кле-
ток, являются молекулярными шаперонами, необхо-
димыми для фолдинга белков и поддержания опреде-
ленного баланса между синтезом и протеолизом 
белков, а также мощными антиапоптотическими аген-
тами [20–22]. Для большинства солидных опухолей 
высокий уровень свободных HSPs в сыворотке крови 
ассоциирован с неблагоприятным прогнозом [21]. 
Внеклеточные везикулы несут HSPs, причем как на 
своей поверхности, так и внутри. Показано, что HSPs 
на поверхности клеток и ВВ могут распознаваться 
СD91+ опухолевыми клетками, СD91+ фибробласта-
ми, CD91+SREC1+TLR+ антигенпрезентирующими 
клетками и CD94+ цитолитическими иммунными 
клетками. Обсуждается иммуностимулирующая и им-
муносупрессивная роль экстраклеточных HSPs [21, 22]. 
В работе C.C. Bavisotto и соавт. (2019) показано, что 

профиль HSPs в ткани папиллярного рака щитовид-
ной железы и соответствующих циркулирующих эк-
зосомах идентичен, преобладают HSP27 и HSP60,  
в то время как HSP90 и HSP70 слабо экспрессированы 
[23]. Хотя в данной работе для определения уровня 
HSPs в экзосомах был использован Вестерн-блоттинг, 
а в нашей работе – проточная цитометрия, мы полу-
чили принципиально сходные данные о распределе-
нии HSPs в малых ВВ пациентов с предопухолевыми 
заболеваниями и КРР, свидетельствующие о преобла-
дании на поверхности как CD9-позитивных ВВ, так  
и FABP4-позитивных ВВ HSP60 и HSP27. 

FABP4 является популярным и часто использу-
емым маркером ВВ адипоцитарного происхождения, 
имеющим определенные преимущества перед другими 
кандидатными маркерами (адипонектином, PPAR-γ), 
такие как высокая концентрация маркера на поверх-
ности ВВ, известный механизм секреции маркера  
в составе ВВ [10, 24]. О том, что FABP4 локализован на 
поверхности ВВ плазмы крови человека и может быть 
с успехом использован для визулизации ВВ адипоци-
тарного происхождения и ВВ макрофагов жировой тка-
ни методом проточной цитометрии, свидетельствует 
исследование C.M. Gustafson и соавт. [25]. Полученные 
нами результаты показали, что уровни поверхностных 
MMPs и TIMP1 значительно различаются на CD9-  
и FABP4-позитивных ВВ: на FABP4-позитивных ВВ  
у больных КРР по сравнению с пациентами с ПТК су-
щественно увеличивается доля трипл-позитивных ВВ 
и везикул с фенотипом MMP9+MMP2–TIMP1+.  
В целом это может свидетельствовать о гиперэкспрес-
сии MMP9 и TIMP1 адипоцитами или макрофагами 
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жировой ткани у пациентов с КРР. Фенотипы CD9-
позитивных и FABP4-позитивных циркулирующих ВВ 
перспективны в качестве предикторов для уточнения 
онкологического риска у больных с полипами толстой 
кишки, а также в плане объяснения эффективности 
лечения больных КРР с ожирением или метаболиче-
ским синдромом.

заКЛючЕНИЕ
МMP9-позитивные ВВ чаще обнаруживались  

у больных КРР по сравнению с больными ПТК, однако 
MMP9+MMP2+TIMP-позитивные ВВ достоверно ча-
ще выявлялись у пациентов с ПТК. Из изученных HSPs 
на поверхности ВВ наиболее часто экспрессировался 

HSP60, причем HSP60-позитивные ВВ при ПТК выяв-
лялись на поверхности CD9-позитивных экзосом гора-
здо чаще, чем при КРР. У больных КРР по сравнению 
с больными ПТК на FABP4-позитивных ВВ существен-
но увеличивается доля трипл-позитивных ВВ и ВВ  
с фенотипом MMP9+MMP2–TIMP1+, что в целом мо-
жет свидетельствовать о гиперэкспрессии MMP9  
и TIMP1 адипоцитами или макрофагами жировой тка-
ни у пациентов с КРР. Проведенный корреляционный 
анализ выявил множественные связи отдельных фено-
типов CD9-позитивных ВВ у больных КРР с ИМТ  
и уровнем ХС ЛПВП сыворотки крови, в то время как 
фенотипы FABP4-позитивных ВВ были ассоциированы 
в основном с уровнем триглицеридов.
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