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Обоснование. Избыточная масса тела и особен-
но ожирение ассоциированы с риском развития 
и прогрессией колоректального рака. Можно 
предположить наличие многоплановых взаи-
модействий между опухолью и жировой тка-
нью в процессе противоопухолевой терапии. 
Раковые клетки выделяют экзосомы – внеклеточ-
ные везикулы, которые влияют на микроокруже-
ние опухоли и способствуют ее прогрессии или 
регрессии. Присутствие факторов транскрип-
ции / трансляции / фолдинга (белков теплово-
го шока (HSPs), матриксных металлопротеиназ 
(MMPs) и их ингибиторов (TIMPs) в cоставе эк-
зосом, секретируемых облученными клетками 
и клетками, подвергшимися гипертермии, от-
ражает адаптацию клеток к условиям теплового 
и радиационного стресса.
Цель – проанализировать уровень MMPs, TIMP1 
и  HSPs на  CD9-позитивных (CD9+) экзосомах 
и экзосомах адипоцитарного происхождения 
(FABP4+) у больных с избыточной массой тела / 
ожирением и раком прямой кишки (РПК) на фоне 
терморадиохимиотерапии (ТРХТ) во взаимос-
вязи с ее непосредственной эффективностью.
Материал и методы. В пилотном проспектив-
ном когортном исследовании с 2021 г. участвуют 
20 пациентов (из них 8 мужчин; медиана возрас-
та – 59,0 [52,0; 63,0] лет, индекса массы тела – 29,6 
[28,5; 33,1] кг/м2) с морфологически верифици-
рованным РПК (стадии T3-4N0M0 и T3-4N1M0,  
степень дифференцировки опухоли G1–G3). 

Больные получали ТРХТ: дистанционную гам-
ма-терапию (разовая очаговая доза – 2 Гр, 
1 фракция/сут, 5 раз/нед, суммарная очаговая 
доза – 54 Гр) и химиотерапию капецитабином 
(825 мг/м2, 2 раза/сут) в сочетании с локальной 
гипертермией (42–44  °C, 60 мин., 3 раза/нед, 
10 сеансов). Эффективность ТРХТ оценивали 
по критериям RECIST 1.1 и ESGAR. Забор крови 
для получения экзосом у больных РПК проводи-
ли до начала лечения (точка 1), в середине курса 
ТРХТ (точка 2), через 6–10 нед. после окончания 
ТРХТ (точка 3) и через 6 мес. после точки 1 (точ-
ка 4). Малые внеклеточные везикулы из плазмы 
крови больных выделяли методом ультрафиль-
трации с двой ным ультрацентрифугированием. 
Для характеристики изолированных экзосом 
использовали трансмиссионную электронную 
микроскопию, анализ траектории наночастиц 
(NTA) и проточную цитометрию.
Результаты. После ТРХТ у 13 из 20 больных РПК 
зарегистрирована полная регрессия, у 7 – ча-
стичная регрессия или стабилизация процес-
са. Выявлены 4 субпопуляции CD9+ и  FABP4+ 
экзосом, ассоциированных с  эффективно-
стью ТРХТ: CD9+MMP2+, СD9+MMP2+9+TIMP1+, 
СD9+MMP2+9+TIMP1-, FABP4+MMP2+9 -TIMP1+. 
По сравнению с экзосомами CD9+, адипоцитар-
ные везикулы (FABP4+) экспрессировали статисти-
чески значимо больше MMP2 (p = 0,026), однако 
среди них практически не было везикул с соче-
танной экспрессией желатиназ MMP2 и MMP9. 

Экспрессия HSPs на циркулирующих экзосомах 
на этапах ТРХТ не ассоциировалась с типом ве-
зикул и непосредственной эффективностью те-
рапии.
Заключение. Экспрессия MMPs и TIMP1 на экзо-
сомах CD9+ и FABP4+ ассоциируется с эффектив-
ностью ТРХТ. В перспективе везикулярные мар-
керы могут быть использованы для построения 
прогностических моделей, выявления группы 
больных с неблагоприятным прогнозом, персо-
нализации подходов к лечению и динамическому 
наблюдению.
Ключевые слова: экзосомы опухолевых клеток, 
адипоцитарные внеклеточные везикулы, ожире-
ние и избыточная масса тела, рак прямой кишки 
(РПК), терморадиохимиотерапия, ответ опухоли, 
предикторы эффективности терапии
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Одним из возможных подходов к реше-
нию проблемы повышения эффектив-
ности и расширению и/или изменению 
показаний к применению терморадио-

терапии и гипертермии в комплексной терапии 
злокачественных новообразований может быть по-
иск молекулярных маркеров, связанных с ответом 
опухоли на лечение. В формировании микроокру-
жения опухоли участвуют циркулирующие вне-
клеточные везикулы (ВВ), которые может интер-
нализировать (поглощать) широкий спектр клеток: 
моноцитарно-макрофагального ряда, лимфоциты, 
фибробласты, эндотелиоциты, адипоциты, ство-
ловые, прогениторные, опухолевые клетки. Тем 
самым в опухоли модулируется воспалительный 
ответ, запускается дифференцировка стволовых 
и прогениторных клеток, формируются преме-
тастатические ниши. Под воздействием рентге-
новского облучения различные типы опухолевых 
клеток секретируют малые везикулы (экзосомы) [1, 
2]. Присутствие факторов транскрипции, трансля-
ции, фолдинга (например, белков теплового шока 
(HSPs) и убиквитин-зависимой деградации бел-
ков, матриксных металлопротеиназ (MMPs) и их 
тканевого ингибитора 1-го типа (TIMP1) в cоставе 
экзосом, секретируемых как облученными клетка-
ми, так и подвергшимися гипертермии, отражает 
адаптацию клеток к условиям теплового и радиа-
ционного стресса [3, 4]. Важность идентификации 

таких маркеров обусловлена данными о том, что 
экзосомы вовлечены в реализацию так называ-
емого эффекта свидетеля, когда радиационные 
повреждения находят в клетках, которые не под-
вергались облучению [5]. На примерах многих 
опухолевых клеточных культур показано, что 
некоторые экзосомальные некодирующие РНК 
(miR-95-5p, circ-METRN, miR-199-5p, miR-124, 
miR-506) и белки (Beclin-1, LC3B, HSP70) вовле-
чены в различные механизмы радиорезистентно-
сти и терморадиорезистентности [4, 5]. Однако 
список экзосомальных и сывороточных марке-
ров, использующихся в клинической практике или 
имеющих перспективы клинического применения 
для оценки радиорезистентности опухоли, весьма 
ограничен (исследование экспрессии матричной 
РНК и протеина LRP-1, копийности генов H2AX 
и RBBp8, циркулирующей ДНК), а предлагаемые 
методы сложны и маловоспроизводимы [6, 7].

Избыточная масса тела и особенно ожирение – 
доказанные факторы риска развития колоректаль-
ного рака. Наличие ожирения, часто в сочетании 
с другими метаболическими нарушениями (ги-
перинсулинемия, гипертриглицеридемия, сахар-
ный диабет 2-го типа), ассоциировано не только 
с риском, но и с прогрессией опухолей данной ло-
кализации [8, 9]. Так как жировая ткань человека 
состоит из адипоцитов и стромы сложного кле-
точного состава, эти клетки могут секретировать 
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в межклеточное пространство, а затем и в кровь 
везикулы различного происхождения. К  мар-
керным мембранным белкам экзосом относят 
тетраспанины CD63, CD9, CD81 и CD82. Их экс-
прессируют мажорные фракции циркулирующих 
экзосом тромбоцитарного, эритроцитарного, 
лейкоцитарного и эндотелиального происхож-
дения. Методы проточной цитометрии высокого 
разрешения, иммунопреципитации в сочетании 
с вестерн-блоттингом позволяют охарактеризо-
вать не только общую фракцию циркулирующих 
везикул, но и минорные субпопуляции, включая 
популяцию везикул адипоцитарного происхож-
дения [10]. В качестве маркеров таких везикул ряд 
авторов предлагает PPAR-гамма, FABP4 (белок, 
связывающий жирные кислоты 4), PLIN1 (пери-
липин-1), PREF-1 (преадипоцитарный фактор-1) 
[10–12]. Эти белки не являются строго специфич-
ными для клеток жировой ткани, поскольку их 
могут синтезировать также некоторые иммунные 
клетки (в частности, макрофаги). Однако протеин 
FABP4 – популярный и часто используемый маркер 
адипоцитарных везикул [10–12].

Цель исследования – проанализировать уро-
вень MMPs, TIMP1 и HSPs на CD9-позитивных 
(CD9+) экзосомах и экзосомах адипоцитарного 
происхождения (FABP4+) у больных с избыточной 
массой тела / ожирением и раком прямой кишки 
(РПК) на фоне терморадиохимиотерапии (ТРХТ) 
во взаимосвязи с ее непосредственной эффектив-
ностью.

Материал и методы
На базе Научно-исследовательского института онко-
логии (НИИ онкологии) – филиала ФГБНУ «Томский 
национальный исследовательский медицинский 
центр Российской академии наук» (ТНИМЦ) 
и ФГБОУ ВО «Сибирский государственный меди-
цинский университет» Минздрава России (СибГМУ) 
в период с 2021 года по настоящее время проводит-
ся пилотное проспективное когортное исследо-
вание для изучения возможности использования 
экспрессии ММPs и HSPs на экзосомах плазмы кро-
ви в качестве перспективных предикторов эффек- 
тивности ТРХТ у больных РПК с избыточной мас-
сой тела и ожирением. В исследование включены 
20 больных (медиана возраста – 59,0 [52,0; 63,0] лет; 
8 мужчин и 12 женщин) с морфологически верифи-
цированным раком средне- и нижнеампулярного 
отдела прямой кишки, которые до начала лечения 
имели избыточную массу тела / ожирение (медиана 
индекса массы тела составила 29,6 [28,5; 33,1]; расчет 
по формуле Кетле). Диагноз заболевания устанав-
ливали по данным эндоскопического исследования 

(фиброколоноскопия) с биопсией и последующим 
морфологическим исследованием материала, маг-
нитно-резонансной томографии (МРТ) таза. Четыре 
пациента имели стадию заболевания T3–4N0M0, 
16 – T3–4N1M0; по степени дифференцировки опу-
холи было следующее распределение: G1 – 4 паци-
ента, G2 – 9, G3 – 7.

Все пациенты получали дистанционную гам-
ма-терапию на аппарате Theratron Equinox (Best 
Theratronics Ltd., Канада) с энергией падающего 
фотона 1,25 МэВ, в стандартном режиме фрак-
ционирования (разовая очаговая доза – 2 Гр, 
1  фракция/сут, 5 раз/нед, суммарная очаговая 
доза – 54 Гр). Курс дистанционной лучевой те-
рапии проводили на фоне повышения чувстви-
тельности опухолевых тканей к ионизирующему 
излучению (радиомодификация) капецитабином 
(825 мг/м2, 2 раза/сут с 12-часовым интервалом) 
в сочетании с локальной гипертермией (3 раза/нед, 
за 30 мин. до сеанса лучевой терапии, в диапазо-
не 42–44 °C в течение 60 мин., всего 10 сеансов) 
с использованием аппарата Celsius TCS (Celsius42 
GmbH, Германия). Эффективность лечения оце-
нивали через 6–10 нед. после завершения ТРХТ 
с использованием критериев RECIST 1.1 (англ. 
Response Evaluation Criteria in Solid Tumors – кри-
терии оценки ответа солидных опухолей) и ESGAR 
(англ. European Society of Gastrointestinal and 
Abdominal Radiology – Европейское общество 
желудочно-кишечной и абдоминальной радиоло-
гии). В интервале между завершением курса ТРХТ 
и контрольным обследованием больные получали 
3 курса консолидирующей химиотерапии по схеме 
XELOX (оксалиплатин и капецитабин).

Для оценки объективного ответа на  ТРХТ 
проводили комплексное инструментальное об-
следование. При эндоскопическом исследовании 
прямой кишки определяли изменение расстояния 
дистального полюса опухоли от Z-линии, протя-
женности опухолевого процесса, объема экзофит-
ного компонента опухоли, степени выраженности 
лучевой ректопатии. С помощью МРТ оценивали 
динамику линейных размеров опухоли, объема 
экзофитного компонента, степени инвазии опухо-
ли в стенку кишки (компонент рТ), вовлеченности 
в опухолевый процесс смежных с прямой кишкой 
органов и тканей, размеров и количества изме-
ненных лимфатических узлов. Как полный ответ 
на лечение по данным МРТ трактовали отсутствие  
измеримых опухолей, наличие фиброза в ложе 
опухоли без зон средней интенсивности МР-сиг-
нала на T2-взвешенных изображениях (mrTRG), 
без повышения сигнала на диффузионно-взвешен-
ных изображениях (DWI) и без патологического 
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ограничения диффузии на картах измеряемого 
коэффициента диффузии (ADC). У  пациентов 
с частичным ответом или стабилизацией опре-
делялась остаточная опухолевая ткань, участки 
фиброза и участки с высоким сигналом на DWI, 
соответствующие зоне низкого сигнала на картах 
ADC. При полной клинико-морфологической ре-
грессии первичной опухоли пациентам не прово-
дили хирургического лечения и они находились 
под динамическим наблюдением. При частичной 
регрессии или стабилизации первичной опухоли 
операцию выполняли через 6–10 нед. после окон-
чания химиолучевой терапии.

Забор крови для получения экзосом у больных 
РПК выполняли в четырех точках: точка 1 – до на-
чала лечения, 2 – в середине курса ТРХТ, 3 – че-
рез 6–10 нед. после окончания ТРХТ, 4 – через 
6 мес. после точки 1. Введение контрольной точ-
ки 3 представляется целесообразным, посколь-
ку в этот срок полностью реализуется эффект 
от проведенного курса ТРХТ и достигаются мак-
симальные показатели непосредственной эффек-
тивности лечения. Кроме того, согласно действу-
ющим клиническим рекомендациям Минздрава 
России по РПК, с целью своевременной диагно-
стики прогрессирования заболевания в первые 
1–2 года после лечения контрольное обследование 
следует проводить каждые 3–6 мес1. В нашем ис-
следовании точка 4 укладывалась в рекомендо-
ванные сроки обследования, при этом нами было 
получено подтверждение полной клинико-мор-
фологической регрессии РПК.

Малые ВВ из плазмы крови больных выделяли 
методом ультрафильтрации с двой ным ультрацен-
трифугированием на ультрацентрифуге Optima 
MAX-XP (Beckman Coulter, США) [13]. В соответ-
ствии с рекомендациями ISEV (англ. International 
Society for Extracellular Vesicles – Международное 
общество по изучению внеклеточных везикул) 
от 2018 г. для подтверждения везикулярной мор-
фологии выполняли трансмиссионную электрон-
ную микроскопию на электронном микроскопе 
JEM-1400 (JEOL Ltd., Япония) [14]. Размер и кон-
центрацию экзосом в препаратах оценивали с ис-
пользованием трекового анализа (англ. nanoparticle 
tracking analysis, NTA) на приборе NanoSight 393 
NS300 (Malvern, США), а уровень мажорных те-
траспанинов CD63, CD81 и CD9 – методом про-
точной цитометрии. Анализ сочетания экспрессии 
HSP60, HSP27, HSP90 и MMPs на поверхности эк-
зосом СD9+ и FABP4+ осуществляли на проточном 
цитофлуориметре высокого разрешения CytoFLEX 
(Beckman Coulter, США). Аликвоты экзосом (около 
30 мкг белка) инкубировали с 3 × 105 анти-СD9 или 

анти-FABP4 латексными частицами в 150 мкл фос-
фатно-буферного солевого раствора (PBS) при 4 °C 
в течение ночи при осторожном перемешивании 
(400 об/мин) и затем блокировали в 0,2 М глици-
не в течение 30 мин. После отмывки комплексов 
PBS для блокирования неспецифического связы-
вания использовали human BD Fc Block (564219, 
BD, США). Далее в течение 20 мин. при комнатной 
температуре комплексы окрашивали антитела-
ми 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.). Анализ субпопуляций ММР9/
ММР2/TIMP1 на везикулах выполняли аналогич-
но. 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). Полученные данные проанализировали 
с помощью программы CytExpert 2.0 Software. 
Уровень белка в выделенных везикулах оцени-
вали флуориметрическим методом [15] в  соб-
ственной модификации. Для определения белка 
смешивали 10 мкл препаратов везикул с 3 мкл 
лизис-буфера (0,25 М Tris-HCl, 8% SDS, 0,2 M DTT, 
pH 6,8) на льду (10 мин.), кипятили при 95 °C в те-
чение 10 мин. После краткого центрифугирования 
при 12 000 g в течение 10 мин. весь надосадок сме-
шивали с 3 мкл раствора флуорескамина (3 мг/мл, 
CAS 38183, BLD Pharm, Китай) в диметилсуль-
фоксиде. Измерение проводили на ридере для 
визуализации клеток Agilent BioTek Cytation 1 Cell 
Imaging Multimode Reader (Biotek, CША), длина 
волны возбуждения 365 нм, длина волны испуска-
ния 470 нм. Предварительно строили калибровку 
с использованием водных стандартов трипсина 
(кристаллический порошок лиофилизированный, 
10 мг фл).

Исследование одобрено этическим комитетом 
НИИ онкологии Томского НИМЦ (протокол № 5 
от 10.02.2019). Информированное согласие по-
лучено от всех пациентов, участвовавших в ис-
следовании. В  работе соблюдались положения 
Хельсинкской декларации.

Статистический анализ проводили с использо-
ванием программного обеспечения Statistica 10.0 
(TIBCO Software Inc., США). Для всех видов ана-
лиза статистически значимыми приняли различия 
при уровне р < 0,05. Для проверки нормальности 
распределения исследуемых выборок применяли 
критерий Шапиро – Уилка. Данные представля-
ли в виде медианы и интерквартильного размаха 
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статистически значимо больше MMP2 по сравне-
нию с CD9+ везикулами (см. рис. 3А), однако сре-
ди адипоцитарных везикул практически не было 
частиц с сочетанной экспрессией желатиназ MMP2 
и MMP9 (см. рис. 3Б).

(Me [Q1; Q3]). Для оценки статистической значи-
мости вариаций признака (популяций везикул) 
в динамике измерений использовали непараме-
трический критерий Фридмана для связанных вы-
борок. Для решения задачи выявления субпопуля-
ций везикул, изменения которых в динамике ТРХТ 
были ассоциированы с непосредственным ответом 
опухоли на лечение, применяли дискриминантный 
анализ. На рисунках показан уровень значимости 
(p) критерия лямбда Уилкса для дискриминантной 
модели.

Результаты
Для характеристики изолированных экзосом ис-
пользовали трансмиссионную электронную ми-
кроскопию, анализ траектории наночастиц (NTA) 
и проточную цитометрию (рис. 1). Электронная 
микроскопия в препаратах везикул, приготов-
ленных из  тканей исследуемых больных РПК, 
позволила выявить четко структурированные 
чашеобразные объекты с  низкой электронной 
плотностью и сохраненными мембранами (см. 
рис. 1А), при этом их морфология не отличалась 
от таковой у экзосом в препаратах от больных дру-
гими видами рака [13]. В препаратах практически 
не было ВВ крупнее 100 нм (см. рис. 1 Б); везикулы 
экспрессировали мажорные тетраспанины и CD24 
(см. рис. 1 В).

Уровни субпопуляций экзосом CD9+ и FABP4+ 
у  пациентов с  РПК с  избыточной массой тела 
и ожирением в динамике проведения ТРХТ от-
ражены в таблице. В основном изменения субпо-
пуляций везикул имели волнообразный харак-
тер, однако для части популяций (СD9+MMP9+ 
и HSP60+27+90–) выявлено четкое снижение пока-
зателей при проведении ТРХТ. У 13 из 20 больных 
зарегистрирована полная регрессия, у 7 – частич-
ная регрессия или стабилизация процесса.

При проведении дискриминантного анализа 
выявлены 4 популяции экзосом (как CD9+, так 
и FABP4+), ассоциированные с непосредственной 
эффективностью ТРХТ у больных РПК (рис. 2). 
Интересно отметить, что экспрессия HSPs на эк-
зосомах не ассоциировалась с непосредственной 
эффективностью ТРХТ.

Далее мы провели сравнение экспрессии 
MMPs, TIMP1 и HSPs на ВВ на этапах ТРХТ от-
дельно на CD9+ и FABP4+ везикулах без разделения 
на группы больных с различным непосредствен-
ным эффектом терапии (рис. 3). Адипоцитарные 
везикулы (FABP4+), детектируемые с помощью про-
точной цитометрии с использованием метода не-
прямой детекции с сорбцией на латексных части-
цах, у больных РПК на этапах ТРХТ экспрессируют 

Рис. 1. Идентификация изолированных внеклеточных везикул, выделенных у больных 
раком прямой кишки: А – трансмиссионная электронная микроскопия (TEM): видны 
везикулы ≤ 100 нм (стрелки), на вставке – малые внеклеточные везикулы; Б – анализ 
траекторий наночастиц (NTA): распределение размеров внеклеточных везикул; 
В – проточная цитометрия: экспрессия тетраспанинов CD63, CD81 и CD24 на CD9-
положительных везикулах, репрезентативные значения медианы интенсивности 
флуоресценции (MFI) 
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Механизмы такой активности изучены достаточно 
плохо, однако есть данные, что они ассоциирова-
ны с проявляющимся в этих условиях свой ством 
экзосом накапливать и транспортировать до опу-
холевых клеток комплекс хемокинов, HSPs, ми-
кроРНК, которые в свою очередь способствуют 
апоптозу, индуцируют перераспределение фрак-
ций лимфоцитов и пр. [16–18]. Мембрана ВВ на-
ряду с тетраспанинами и интегринами содержит 

Обсуждение
И радиация, и гипертермия, будучи методами ло-
кального воздействия на опухоль, приводят к ги-
перпродукции экзосом с измененным составом. 
Определенная противоопухолевая активность ма-
лых ВВ (экзосом), происходящих от опухолевых 
и неопухолевых клеток, подвергшихся гипертер-
мии или гипертермии в сочетании с химиотера-
пией, показана во многих исследованиях [16–18]. 

Динамика содержания маркеров HSPs, MMPs и TIMP-1 на CD9-позитивных и FABP4-позитивных внеклеточных везикулах на разных 
этапах терморадиохимиотерапии и после нее

Популяция внеклеточных 
везикул

Содержание (%) маркеров в контрольных точках измерения P

1 2 3 4

CD9+

HSP60+ 22,4 [9,25; 30,7] 13,7 [10,7; 14,6] 25,0 [15,2; 62,0] 10,6 [9,06; 11,5] 0,085

HSP60+27+90- 15,0 [3,84; 25,7] 19,9 [11,7; 32,1] 2,77 [0,34; 38,8] 17,5 [12,5; 37,5] 0,166

HSP60+27-90- 84,86 [73,9; 95,8] 74,7 [67,8; 88,2] 96,8 [60,6; 99,6] 82,2 [56,7; 87,1] 0,171

MMP2+ 3,84 [2,71; 4,29] 4,12 [2,46; 6,27] 3,66 [2,55; 5,36] 3,79 [2,00; 5,60] 0,801

MMP2+9+TIMP1+ 10,8 [0,54; 17,6] 0,29 [0,14; 16,7] 8,90 [0,35; 15,4] 6,23 [0,89; 15,6] 0,539

MMP2+9+TIMP1- 10,8 [3,14; 17,2] 2,03 [1,45; 14,3] 4,19 [0,97; 15,1] 7,59 [3,475; 16,4] 0,614

MMP2+9-TIMP1+ 14,9 [10,3; 16,6] 14,5 [8,54; 19,0] 13,8 [12,9; 22,6] 17,3 [12,4; 21,3] 0,213

MMP9+ 5,52 [4,43; 7,75] 3,00 [2,23; 3,19] 3,08 [2,41; 4,57] 3,59 [3,07; 5,07] 0,045

MMP9+2-TIMP1+ 15,9 [6,71; 26,0] 6,82 [4,58; 18,0] 7,13 [5,42; 15,2] 9,36 [6,29; 11,2] 0,048

FABP4+

HSP60+ 26,0 [18,2; 37,5] 31,6 [17,6; 41,3] 38,2 [30,6; 63,0] 22,2 [18,5; 29,9] 0,012

HSP60+27+90- 13,3 [9,33; 28,5] 10,7 [8,25; 23,0] 7,34 [1,02; 30,2] 6,27 [4,44; 12,5] 0,146

HSP60+27-90- 86,6 [71,3; 90,1] 89,1 [76,9; 91,4] 92,5 [69,7; 98,9] 93,5 [87,3; 95,5] 0,843

MMP2+ 6,73 [5,01; 17,98] 7,995 [5,275; 15,8] 7,75 [5,69; 16,29] 8,33 [6,12; 8,73] 0,764

MMP2+9+TIMP1+ 4,49 [0,23; 5,85] 4,065 [0,095; 5,82] 4,64 [0,29; 6,45] 3,68 [0,17; 3,78] 0,567

MMP2+9+TIMP1- 1,83 [1,27; 2,77] 2,685 [0,73; 4,735] 1,89 [1,18; 4] 1,36 [0,72; 1,96] 0,543

MMP2+9-TIMP1+ 21,4 [16,4; 34,7] 21,3 [16,6; 26,5] 24,4 [11,8; 36,4] 22,7 [10,4; 23,2] 0,631

MMP9+ 1,39 [1,06; 7,13] 1,66 [1,255; 5,39] 1,79 [1,38; 6,89] 1,69 [1,5; 3,34] 0,321

MMP9+2-TIMP1+ 5,66 [3,65; 8,07] 4,24 [2,87; 6,92] 7,99 [5,71; 9,91] 5,58 [5,34; 6,22] 0,124

Контрольные точки измерений: 1 – до начала лечения, 2 – в середине курса терморадиохимиотерапии (ТРХТ), 3 – через 6–10 нед. после 
окончания ТРХТ, 4 – через 6 мес. после точки 1

P – уровень статистической значимости вариаций признака по критерию Фридмана

Данные представлены в виде медианы и межквартильного диапазона (Ме [Q1; Q3]) относительных (%) значений
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Рис. 2. Экспрессия MMPs и TIMP1 на CD9-позитивных (А, Б, В) и FABP4-позитивных (Г) везикулах в образцах, взятых у больных раком 
прямой кишки, в зависимости от эффективности терморадиохимиотерапии (ТРХТ); p – уровень значимости критерия лямбда Уилкса 
для дискриминантной модели; контрольные точки измерений: 1 – до начала лечения, 2 – в середине курса ТРХТ, 3 – через 6–10 нед. 
после окончания ТРХТ, 4 – через 6 мес. после точки 1
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кишки, в динамике проведения терморадиохимиотерапии (сумма всех исходов); А – сравнение экспрессии субпопуляций MMP2+; 
Б – сравнение экспрессии субпопуляций MMP2+9+TIMP1-; p – уровень значимости критерия лямбда Уилкса для дискриминантной 
модели; контрольные точки измерений: 1 – до начала лечения, 2 – в середине курса ТРХТ, 3 – через 6–10 нед. после окончания ТРХТ, 
4 – через 6 мес. после точки 1
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интернализироваться опухолью и приводить к ее 
регрессии [21] (рис. 4).

Доказательства этой гипотезы представлены 
на уровне in vitro и in vivo моделей и их сочетания 
[22–24], однако на клиническом материале эти ме-
ханизмы не изучены, что послужило одной из за-
дач настоящего исследования. Несмотря на данные 
литературы о вовлеченности гормонов жировой 
ткани, адипоцитарных везикул, микроРНК ади-
поцитарного происхождения в прогрессию опу-
холей у человека при ожирении [25], невозможно 
предсказать, какие именно популяции циркули-
рующих экзосом будут ассоциированы с непосред-
ственной эффективностью ТРХТ у больных РПК. 
Полученные нами результаты свидетельствуют 
о четкой взаимосвязи динамики отдельных субпо-
пуляций экзосом, как CD9+, так и FABP4+, с непо-
средственной эффективностью ТРХТ у больных 
РПК с избыточной массой тела и ожирением. В пер-
спективе необходимо построение прогностических 
моделей для этой группы больных с учетом данных 
по везикулярным маркерам. Возможно, везикуляр-
ные предикторы были бы полезны для выявления 
группы больных РПК с неблагоприятным общим 
прогнозом. В целом это позволило бы персона-
лизировать подходы к лечению и динамическому 
наблюдению больных с местнораспространенным 
средне- и нижнеампулярным РПК.

Ограничения исследования
К ограничениям данного исследования следует 
отнести небольшой объем выборки, что обуслов-
лено тщательным подбором больных и изучением 
показателей на экзосомах в динамике ТРХТ. Еще 
одно ограничение исследования: при построении 
дискриминантных моделей количественные пе-
ременные, характеризующие популяции везикул 
в разных контрольных точках, включались как 
независимые переменные. Таким образом, в на-
стоящее время проведенный анализ не учитывает 
возможное влияние индивидуальной динамики 
экспрессии белков у пациентов.

Заключение
Одним из подходов к решению проблемы повыше-
ния эффективности терморадиотерапии / ТРХТ 
в комплексной терапии злокачественных новообра-
зований может быть поиск молекулярных маркеров, 
ассоциированных с ее непосредственной эффектив-
ностью. В отобранной группе больных РПК с избы-
точной массой тела и ожирением нами выявлены 
4 субпопуляции CD9+ и FABP4+ экзосом, ассоцииро-
ванных с эффективностью ТРХТ. Адипоцитарные ве-
зикулы на фоне ТРХТ экспрессируют статистически 

комплекс протеаз: ADAM-протеазы, MMPs. 
Гиперэкспрессия желатиназ MMP2/MMP9 по-
сле инкубации опухолевых клеток-реципиентов 
с везикулами / экзосомами от облученных кле-
ток-доноров рассматривается в качестве одного 
из основных механизмов эффекта свидетеля [3, 19]. 
Проангиогенные белки семейства MMPs, которые 
экспрессируются на адипоцитарных везикулах, 
с одной стороны, могут отражать активацию ан-
гиогенеза в опухоли, а с другой – участвуют в ре-
моделировании стромы опухоли и способствуют 
опухолевой прогрессии. Гиперэкспрессия TIMP1, 
ингибитора MMPs, характерна для адипоцитов. 
Как растворимый белок, секретируемый во внекле-
точную среду, TIMP1 обнаруживается в большин-
стве тканей и жидкостей организма. CD63 также 
был идентифицирован как рецептор TIMP1 вместе 
с β1-интегрином, который формирует супрамоле-
кулярный комплекс, расположенный на поверх-
ности эпителиальных клеток молочной железы 
человека [20].

Источником везикул CD9+, как полагает боль-
шинство исследователей, являются практически 
все клетки организма, поскольку СD9 – универ-
сальный маркер ВВ (наряду с CD63, CD81), тог-
да как адипоцитарные везикулы представлены 
преимущественно FABP4+. Везикулы, продуци-
руемые облученными клетками опухоли и пара-
ректальной клетчаткой, поглощаются опухолью 
непосредственно или поступают в кровь и по-
глощаются адипоцитами и адипоцитарными ма-
крофагами дистанционно. Это, в свою очередь, 
может вести к  измененной секреции FABP4+ 
(адипоцитарных) везикул, которые также могут 

Рис. 4. Схема взаимодействия опухоли и жировой ткани посредством внеклеточных 
везикул (ВВ) в условиях лучевой терапии и гипертермии; FABP4+ – маркер 
адипоцитарных ВВ
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The association between exosomal proteins 
and the efficacy of thermoradiochemotherapy 
in overweight/obese rectal cancer patients: 
a pilot prospective cohort study

Background: Overweight and especially obesity are 
associated with the risk of the development and pro-
gression of colorectal cancer. It can be assumed that 
there are multifaceted interactions between the tumor 
and adipose tissue during anti-tumor treatment. Cancer 
cells secrete exosomes, extracellular vesicles affecting 
the microenvironment of the tumor and promoting its 
progression or regression. The presence of transcrip-
tion/translation/folding factors (heat shock proteins 
(HSPs), matrix metalloproteinases (MMPs) and their 
tissue inhibitors (TIMPs) in exosomes secreted by irradi-
ated cells and cells exposed to hyperthermia, indicates 
the cell adaptation to the thermal and radiation stress.
Aim: To analyze the MMPs, TIMP1, and HSPs on CD9-
positive (CD9+) exosomes, as well as on exosomes of 
adipocytic origin (FABP4+) in rectal cancer patients 
with overweight/obesity under thermoradiochemo-
therapy (TRCT) and their association with the imme-
diate treatment efficacy.
Methods: Since 2021, 20 patients (of those 8 men; 
median age 59.0 [52.0; 63.0] years, median body mass 
index 29.6 [28.5; 33.1] kg/m2) with morphologically 
verified rectal cancer (T3-4N0M0 and T3-4N1M0, dif-
ferentiation grade G1–G3) have been participating 
in the study. They were treated with TRCT: external 
gamma therapy (2 Gy, 1 fraction/day, 5 days/week, to-
tal focal dose 54 Gy), chemotherapy with capecitabine 
(825 mg/m2 twice daily) combined with local hyper-
thermia (42–44 °C, 60 min, 3 times/week, 10 sessions). 
The TRCT efficacy was assessed by RECIST 1.1 and 
ESGAR criteria. Blood samples for exosomes were tak-
en from the patients at baseline (point 1), in the middle 
of the treatment course (point 2), at 6 to 10 weeks after 
the end of TRCT (point 3), and at 6 months after point 1 
(point 4). Small extracellular vesicles were isolated from 
plasma by ultrafiltration with double ultracentrifuga-
tion. The isolated exosomes were characterized by 

transmission electronic microscopy, flow cytometry 
and nanoparticle trajectory analysis (NTA).
Results: TRCT resulted in complete tumor regres-
sion in 13/20 of the rectal cancer patients and par-
tial regression or stabilization in 7/20. Four subpop-
ulations of CD9+ and FABP4+ exosomes associated 
with the TRCT efficacy were identified (CD9+MMP2+, 
СD9+MMP2+9+TIMP1+, СD9+MMP2+9+TIMP1-, and 
FABP4+MMP2+9-TIMP1+). Compared to the CD9+ exo-
somes, the adipocytic vesicles had higher MMP2 ex-
pression (p = 0.026); however, the adipocyte vesicles 
subpopulation were virtually free of vesicles with com-
bined MMP2 and MMP9 gelatinase expression. The 
HSPs expression by circulating exosomes at various 
TRCT steps was associated neither with direct treat-
ment efficacy nor with the vesicle type.
Conclusion: The expression of MMPs and TIMP1 on 
CD9+ and FABP4+ exosomes is associated with TRCT 
efficacy. In the future, vesicular markers could be used 
to build prognostic models, to identify patient groups 
with an unfavorable prognosis, and to personalize 
treatment and follow-up.
Key words: tumor cell exosomes, adipose-derived ex-
tracellular vesicles, obesity, overweight, rectal cancer, 
thermoradiochemotherapy, tumor response, predic-
tors of treatment efficacy
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Fig. 1. Identification of the extracellular vesicles isolated from the rectal cancer patients: 
А, transmission electronic microscopy (TEM): vesicles of ≤ 100 nm (arrows), the insertion 
shows small extracellular vesicles; B, nanoparticle trajectory analysis (NTA): the extracellular 
vesicle size distribution; C, flow cytometry; the expression of tetraspanins CD63, CD81 and 
CD24 by CD9+ vesicles; the representative values of the median fluorescence intensity (MFI)
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Changes over time in the HSPs, MMPs and TIMP1 marker content on CD9-positive and FABP4-positive extracellular vesicles at various steps of thermoradiochemotherapy 
and after it

Extracellular vesicle population The marker content (%) at control timepoints P

1 2 3 4

CD9+

HSP60+ 22.4 [9.25; 30.7] 13.7 [10.7; 14.6] 25.0 [15.2; 62.0] 10.6 [9.06; 11.5] 0.085

HSP60+27+90- 15.0 [3.84; 25.7] 19.9 [11.7; 32.1] 2.77 [0.34; 38.8] 17.5 [12.5; 37.5] 0.166

HSP60+27-90- 84.86 [73.9; 95.8] 74.7 [67.8; 88.2] 96.8 [60.6; 99.6] 82.2 [56.7; 87.1] 0.171

MMP2+ 3.84 [2.71; 4.29] 4.12 [2.46; 6.27] 3.66 [2.55; 5.36] 3,79 [2.0; 5.60] 0.801

MMP2+9+TIMP1+ 10.8 [0.54; 17.6] 0.29 [0.14; 16.7] 8.90 [0.35; 15.4] 6,23 [0,89; 15,6] 0.539

MMP2+9+TIMP1- 10.8 [3.14; 17.2] 2.03 [1.45; 14.3] 4.19 [0.97; 15.1] 7,59 [3.475; 16.4] 0.614

MMP2+9-TIMP1+ 14.9 [10.3; 16.6] 14.5 [8.54; 19.0] 13.8 [12.9; 22.6] 17,3 [12.4; 21.3] 0.213

MMP9+ 5.52 [4.43; 7.75] 3.00 [2.23; 3.19] 3.08 [2.41; 4.57] 3,59 [3.07; 5.07] 0.045

MMP9+2-TIMP1+ 15.9 [6.71; 26.0] 6.82 [4.58; 18.0] 7.13 [5.42; 15.2] 9,36 [6.29; 11.2] 0.048

FABP4+

HSP60+ 26.0 [18.2; 37.5] 31.6 [17.6; 41.3] 38.2 [30.6; 63.0] 22.2 [18.5; 29.9] 0.012

HSP60+27+90- 13.3 [9.33; 28.5] 10.7 [8.25; 23.0] 7.34 [1.02; 30.2] 6.27 [4.44; 12.5] 0.146

HSP60+27-90- 86.6 [71.3; 90.1] 89.1 [76.9; 91.4] 92.5 [69.7; 98.9] 93.5 [87.3; 95.5] 0.843

MMP2+ 6.73 [5.01; 17.98] 7.995 [5.275; 15.8] 7.75 [5.69; 16.29] 8.33 [6.12; 8.73] 0.764

MMP2+9+TIMP1+ 4.49 [0.23; 5.85] 4.065 [0.095; 5.82] 4.64 [0.29; 6.45] 3.68 [0.17; 3.78] 0.567

MMP2+9+TIMP1- 1.83 [1.27; 2.77] 2.685 [0.73; 4.735] 1.89 [1.18; 4.0] 1.36 [0.72; 1.96] 0.543

MMP2+9-TIMP1+ 21.4 [16.4; 34.7] 21.3 [16.6; 26.5] 24.4 [11.8; 36.4] 22.7 [10.4; 23.2] 0.631

MMP9+ 1.39 [1.06; 7.13] 1.66 [1.255; 5.39] 1.79 [1.38; 6.89] 1.69 [1.5; 3.34] 0.321

MMP9+2-TIMP1+ 5.66 [3.65; 8.07] 4.24 [2.87; 6.92] 7.99 [5.71; 9.91] 5.58 [5.34; 6.22] 0.124

Control timepoints: 1, at baseline; 2, in the middle of the thermoradiochemotherapy (TRCT) course; 3, at 6 to 10 weeks after the end of TRCT; 4, at 6 months after timepoint 1

P, the significance of the variation by Friedman test

The values are given as medians and interquartile ranges (Ме [Q1; Q3]) for proportions (%)



Fig. 2. MMPs and TIMP1 expression by CD9-positive (А, B, C) and FABP4-positive (D) vesicles in the samples taken from the rectal cancer 
patients, depending on the efficacy of thermoradiochemotherapy (TRCT); p, the significance of the Wilks lambda for discriminative model; 
control timepoints: 1, at baseline; 2, in the middle of the thermoradiochemotherapy (TRCT) course; 3, at 6 to 10 weeks after the end of TRCT; 
4, at 6 months after timepoint 1
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Fig. 3. MMPs and TIMP1 expression by CD9-positive and FABP4-positive exosomes in the samples from the rectal cancer patients: 
changes over time under thermoradiochemotherapy (TRCT; total outcomes); А, comparison of the expression by MMP2+ subpopulations; 
B, comparison of the expression by MMP2+9+TIMP1- subpopulations; p, the significance of the Wilks lambda for discriminative model; 
control timepoints: 1, at baseline; 2, in the middle of the TRCT course; 3, at 6 to 10 weeks after the end of TRCT; 4, at 6 months after 
timepoint 1 
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Fig. 4. The proposed scheme of the interplay between the tumor and adipose tissue 
through the extracellular vesicles (EV) under radiation therapy and hyperthermia; FABP4+, 
the marker for the adipocytic EV
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