
DOI: 10.21294/1814-4861-2022-21-1-57-71
УДК: 616.34-006.6:612.591:576.3

Для цитирования: Назарова И.В., Забегина Л.М., Никифорова Н.С., Слюсаренко М.А., Сидина Е.И., Жахов А.В., 
Ищенко А.М., Маргулис Б.А., Гужова И.В., Малек А.В. Тепловой стресс стимулирует секрецию клетками колорек-
тальной карциномы специфической популяции нановезикул с повышенным содержанием БТШ70 и измененным составом 
микроРНК. Сибирский онкологический журнал. 2022; 21(1): 57–71. – doi: 10.21294/1814-4861-2022-21-1-57-71
For citation: Nazarova I.V., Zabegina L.M., Nikiforova N.S., Slusarenko M.A., Sidina E.I., Zhakhov A.V., 
Ishchenko A.M., Margulis B.A., Guzhova I.V., Malek A.V. Heat stress stimulates colon cancer cells to secret specific 
population of extracellular nanovesicles enriched by HSP70 and microRNAs. Siberian Journal of Oncology. 2022; 21(1): 57–71. – doi: 
10.21294/1814-4861-2022-21-1-57-71

ТЕПЛОВОЙ СТРЕСС СТИМУЛИРУЕТ СЕКРЕЦИЮ КЛЕТКАМИ 
КОЛОРЕКТАЛЬНОЙ КАРЦИНОМЫ СПЕЦИФИЧЕСКОЙ 

ПОПУЛЯЦИИ НАНОВЕЗИКУЛ С ПОВЫШЕННЫМ 
СОДЕРЖАНИЕМ БТШ70 И ИЗМЕНЕННЫМ СОСТАВОМ 

МИКРОРНК

И.В. Назарова1, Л.М. Забегина1, Н.С. Никифорова1, М.А. Слюсаренко1,
Е.И. Сидина1, А.В. Жахов3, А.М. Ищенко3, Б.А. Маргулис4, И.В. Гужова4, 
А.В. Малек1,2

ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н.Н. Петрова» Минздрава РФ, г. Санкт-Петербург, Россия1

Россия, 197758, г. Санкт-Петербург, пос. Песочный, ул. Ленинградская, 68. 
E-mail: anastasia@malek.com1

ООО «Онко-система», г. Москва, Россия2

Россия, 121205, г. Москва, тер. Сколково инновационного центра, ул. Нобеля, 72

ФГУП «Государственный НИИ особо чистых биопрепаратов» ФМБА России, 
Санкт-Петербург, Россия3

Россия, 197110, г. Санкт-Петербург, Пудожская ул., 73

ФГБУ Институт цитологии» РАН4

Россия, 194064, г. Санкт-Петербург, Тихорецкий пр., 44

Аннотация

Введение. Температурный стресс стимулирует секрецию клетками белков теплового шока (БТШ) и 
внеклеточных нановезикул (ВНВ). Биологическая связь между этими явлениями изучена слабо. В 
случае клеток колоректального рака (КРР) секреция БТШ и ВНВ может участвовать в формировании 
клинического ответа на внутрибрюшные методы терапии перитонеального карциноматоза. Цель ис-
следования – оценка эффекта теплового шока (ТШ) на способность клеток КРР секретировать ВНВ in 
vitro, выделение, количественный и качественный анализ популяции ВНВ, мембрана которых содержит 
БТШ70 (мБТШ70(+) ВНВ), анализ эффекта ТШ на активность секреции мБТШ70(+) ВНВ, оценка со-
става микроРНК в популяции ТШ-индуцированных ВНВ. Материал и методы. В работе использованы 
стабильные линии клеток КРР: COLO320, HCT116, HT29, DLD1. Внеклеточные везикулы выделены 
методом дифференцированного ультрацентрифугирования, для их анализа использованы методы ла-
зерной корреляционной спектроскопии, анализ траекторий наночастиц, атомная силовая микроскопия 
и проточная цитометрия. Для выделения и количественной оценки БТШ70(+) ВНВ были использованы 
суперпарамагнитные частицы (СПМЧ), «декорированные» антителами к мембранной форме БТШ70. 
Анализ микроРНК в составе ВНВ был проведен методом обратной транскрипции и последующей 
ПЦР. Результаты. Тепловой шок индуцировал секрецию клетками КРР мБТШ70(+)ВНВ, наблюдалась 
корреляция между резистентностью клеток к ТШ и активностью ТШ-индуцированной секреции ВНВ. 
Состав микроРНК БТШ70(+)ВНВ имел качественные и количественные особенности. Концентрация 
miR-126-3p, – 181-5p, -155-5p, -223 была повышена в БТШ70(+)ВНВ, секретируемых тремя линиями 
клеток КРР. Заключение. Тепловой шок стимулирует секрецию мБТШ70(+)ВНВ клетками КРР. Этот 
феномен может участвовать в формировании клинического ответа на интраперитонеальную химио-
гипертермическую перфузию, проводимую в рамках терапии перитонеального карциноматоза. 

Ключевые слова: внеклеточные нановезикулы, колоректальный рак, тепловой шок, БТШ70. 
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Abstract

Background. Heat stress (HS) induces the cellular secretion of heat shock proteins (HSP) and extracellular 
nanovesicles (ENVs). The biological link between these phenomena is poorly understood. In the case of 
colorectal cancer (CRC) cells, the secretion of HSPs and ENV may be involved in the clinical response to 
intraperitoneal therapy of peritoneal carcinomatosis. Material and Methods. Established colon cancer cell 
lines COLO320, HCT116, HT29 and DLD1 were used. ENVs were isolated from culture media by differential 
ultra-centrifugation and analyzed by dynamic light scattering, nanoparticle tracking analysis, atomic force 
microscopy and flow cytometry. Super-paramagnetic particles (SPMP) covered by antibodies to the membrane 
form of Hsp70 were used for isolation and quantification of Hsp70(+) ENVs. Vesicular microRNA was assayed 
by RT-qPCR. Results. HS induces the secretion of ENVs by CRC cells, the resistance to HS correlates 
with the activity of HS-induced ENVs secretion. HS induces the secretion of a specific population of ENVs 
enriched by membrane form Hsp70 (mHsp70). The microRNA content of mHsp70(+) ENVs has qualitative and 
quantitative features. The concentration of miR-126-3p, -181-5p, -155-5p, -223 is increased in mHSP70(+) 
ENVs secreted by three CRC cell lines. Conclusion. HS induces the secretion of mHSP70(+) ENVs by 
CRC cells. This phenomenon may be involved in a clinical response to intraperitoneal chemo-hyperthermic 
perfusion therapy of peritoneal carcinomatosis.

Key words: extracellular nanovesicles, colorectal cancer, heat stress, microRNA.

Введение
Феномен секреции клетками различных по 

размеру, составу и функциям внеклеточных ве-
зикул активно исследуется в течение последних 
лет. Класс наноразмерных везикул (нановезикул), 
секретируемых путем формирования мультиве-
зикулярных телец в цитоплазме и опорожнения 
их содержимого в межклеточное пространство, 
исследован наиболее полно [1]. Для везикул, секре-
тируемых таким путем, характерен специфический 
набор признаков (размер, плотность, наличие бел-
ковых маркеров), который позволяет отличать их 
от везикулярных образований другой природы [2]. 
Внеклеточные нановезикулы (ВНВ), продуцируе-
мые опухолевыми клетками, участвуют в процес-
сах локального роста опухоли и прогрессирования 
онкологических заболеваний, поэтому они активно 
исследуются с целью разработки новых диагности-
ческих и терапевтических подходов [3].

Результаты ряда исследований указывают на су-
щественную гетерогенность состава ВНВ, секре-
тируемых клетками одного типа: ВНВ отличаются 
по размеру, плотности, составу протеинов и РНК 

[4, 5]. Показано, что эти структурные различия 
определяют и функциональные особенности вези-
кул. Например, различные по составу ВНВ, секре-
тируемые клетками меланомы B16F10, оказывают 
различное влияние на эндотелиальные клетки в 
условиях in vitro [6]. Эти данные указывают на 
важность выделения и дифференцированного ис-
следования отдельных популяций ВНВ. Особый 
интерес привлекает феномен стимуляции секреции 
ВНВ различными стрессорными факторами. На 
клеточном уровне стимулирующий эффект может 
оказывать потеря контакта эпителиальных клеток 
с мембраной [7], температурный стресс [8] или ги-
поксия [9]. Причем ВНВ, секретируемые клетками 
после воздействия стрессорных факторов, могут 
иметь особые функциональные характеристики 
и, возможно, являются особой популяцией «стрес-
сорных» везикул. 

Внеклеточные везикулы являются одной из форм 
секреции белков теплового шока (БТШ), характер-
ной как для нормальных [10], так и для трансфор-
мированных клеток [11, 12]. БТШ представляют 
собой большое семейство сходных по функции 
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белков, способных контролировать целостность 
внутриклеточных протеинов и поддерживать кон-
формационный гомеостаз белков в нормальных 
условиях и при различных стрессорных воздей-
ствиях [13]. «Антистрессовая» внутриклеточная 
функция БТШ в контексте трансформированных 
клеток реализуется рядом «проопухолевых» ка-
честв: эти белки способны ингибировать апоптоз 
[14], снижать чувствительность к цитостатической 
[15] и лучевой [16] терапии. Таким образом, вну-
триклеточные формы большинства БТШ (Hsp27, 
Hsp70, Hsp90) традиционно рассматриваются в 
качестве потенциальных мишеней противоопухо-
левой терапии [17, 18]. 

Физиологическое значение секретируемых 
форм БТШ пока недостаточно понятно, даже в 
контексте нормальных клеток [19]. Результаты 
исследований роли БТШ, секретируемых опухо-
левыми клетками, формируют крайне «пеструю» 
картину. Например, в ранних исследованиях 
было показано, что белок Hsp72, секретируемый 
клетками колоректального рака (КРР), угнетает 
противоопухолевый иммунитет [20]. Механизм 
инактивации иммунного ответа, опосредованный 
взаимодействием Hsp70(+) ВНВ, секретируемых 
опухолевыми клетками, и TLR2-рецепторов (toll-
like receptor 2) на мембране клеток миелоидного 
происхождения (MDSC), был позднее исследован в 
контексте различных онкологических заболеваний 
[21]. В цитируемой работе показано, что блокада 
этого взаимодействия является универсальной 
стратегией активации противоопухолевого имму-
нитета, т.е. потенциальным методом противоопу-
холевой терапии. Однако в серии последующих 
исследований было показано, что внеклеточные 
БТШ образуют комплексы с опухолеспецифи-
ческими пептидами, такие комплексы обладают 
иммуногенными свойствами и могут быть ис-
пользованы в качестве противоопухолевых вакцин 
[22]. БТШ в составе мембраны ВНВ опухолевого 
происхождения могут стимулировать активацию 
NK-клеток [23], макрофагов [24] и дендритных 
клеток [25]. В контексте этих данных везикулярная 
форма БТШ представляется «нативным» акти-
ватором различных звеньев противоопухолевого 
иммунитета и может быть использована в качестве 
комплексной вакцины [26]. 

В целом, выделение и структурный анализ 
ВНВ и везикулярных форм БТШ, секретируемых 
опухолевыми клетками в ответ на стресс, явля-
ются интересной фундаментальной задачей. Ее 
решение может иметь практическую значимость 
в контексте исследования реакции клеток коло-
ректального рака (КРР) на сочетанное воздействие 
химиотерапии и высокой температуры в процессе 
интраперитонеальной химиогипертермической 
перфузии (ИХГТП), применяемой для лечения 
перитонеального канцероматоза [27]. Предпо-
сылками эффективности ИХГТП являются отно-

сительно низкая резистентность клеток опухоли 
к тепловому стрессу и эффект локального при-
менения высокой концентрации химиопрепарата. 
Несмотря на долгую историю, этот метод пока не 
вошел в широкую практику. Можно предполагать, 
что ВНВ, секретируемые ККР под воздействием 
ИХГТП, содержат БТШ, имеют особый состав 
других компонентов и участвуют в формировании 
клинического ответа на ИХГТП.

Цель исследования – оценка эффекта теплово-
го шока (ТШ) на способность клеток КРР секрети-
ровать ВНВ in vitro, выделение, количественный и 
качественный анализы популяции ВНВ, мембрана 
которых содержит БТШ70 (мБТШ70(+) ВНВ), 
анализ эффекта ТШ на активность секреции 
мБТШ70(+) ВНВ, оценка состава микроРНК в 
популяции ТШ-индуцированных ВНВ.

Материал и методы
В исследовании были использованы стабильные 

культуры клеток колоректального рака (COLO320, 
HCT116, HT29, DLD1) человека, которые культи-
вировались в среде RPMI-1640 с L-глутамином, 
смесью антибиотиков Пени-Стреп и 10 % эмбрио-
нальной сыворотки телят (ООО «БиоЛот», СПб), 
при 37 °С и 5 % СО2. 

Перед проведением эксперимента клетки 
(5×106) высаживали в культуральные флаконы 
Т-75 и культивировали в стандартных условиях 
до состояния 75–80 % конфлюентности, которое 
соответствует количеству клеток 7–7,5×106 / фла-
кон. Время культивирования составляло от 24 до 
48 ч, в зависимости от культуры. Для каждого 
эксперимента было параллельно приготовлено два 
флакона с равным количеством клеток. Клетки в 
одном из флаконов были подвержены тепловому 
шоку (ТШ) (heat shock, HS), путем инкубации на 
водяной бане при 42 °С 120 мин, затем культиви-
ровались в стандартных условиях еще в течение 
6 ч. Клетки во втором флаконе культивировались 
параллельно в стандартных условиях. Для выделе-
ния ВНВ клеточную среду накапливали в течение 
нескольких (6–7) экспериментов до объема 60 мл 
в стеклянной посуде при +4 °С.

Нановезикулы из культуральной среды выде-
ляли методом дифференциального центрифуги-
рования (Beckman Coulter: Optima XPN 80, ротор 
70.1 Ti / k-фактор 36). Накопленную среду цен-
трифугировали последовательно: 300xG – 10 мин, 
2000xG – 30 мин, 16000xG – 60 мин для осаждения 
крупных везикул и клеточного детрита, затем су-
пернатант ультрацентрифугировали при 110 000 xG 
в течение 6 ч при +4 °С. Осадок ресуспендировали 
в 1x фосфатно-солевом буфере (ФСБ) и вновь 
ультрацентрифугировали. Полученный осадок, со-
держащий ВНВ из 60 мл среды, ресуспендировали 
в 100 мкл ФСБ. Оценка распределения везикул по 
размеру после выделения проводилась с помощью 
лазерной корреляционной спектроскопии (ЛКС) на 
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аппарате Microtrac Nanotrac Wave II («Microtrac», 
Германия) в соответствии с рекомендациями 
производителя. 

Анализ траекторий наночастиц, 
АТН (Nanoparticle Tracking Analysis, NTA)
Перед измерением осадки нановезикул, по-

лученные после второго раунда ультрацентрифу-
гирования, ресуспендировались в 100 мкл ФСБ. 
Затем по 20 мкл (20 %) такой суспензии разводили 
в ФСБ до 1000 мкл. Измерения проводились на 
анализаторе Nanosight NS300 («Malvern», США). 
Обработка спектров проводилась в Nanosight NTA 
3.2 Software. Уровень камеры: 14, ползунок за-
твора: 1259, усиление ползунка: 366, пороговый 
уровень – 5. Каждый образец прокачивался через 
камеру наблюдения анализатора так, чтобы прове-
сти 5 измерений на разных микрообъемах одного 
и того же образца. Каждое измерение имело дли-
тельность 60 с, что соответствовало 1498 кадрам. 
По результатам пяти измерений проводился расчет 
среднего арифметического значения и квадратич-
ного отклонения. 

Для выделения мБТШ70(+)ВНВ из тотальной 
популяции ВНВ использовали суперпарамагнит-
ные частицы со стрептавидином (СПМЧ) (ООО 
«Силекс», РФ) и меченные биотином антитела к 
мембранной форме белка БТШ70 (мБТШ70). В 
работе использовали антитела, любезно предо-
ставленные Dr. Gabriele Multhoff, – cmHsp70.1 [28], 
и моноклональные антитела 8D1, специфичные 
к неодетерминанте БТШ70, экспонированного 
на мембране опухолевых клеток (Патент РФ, 
2  722  398, Моноклональное антитело к БТШ70, 
Бюл. № 16, 29.05.2020). Антитела инкубировали с 
СПМЧ в соотношении, рекомендованном произво-
дителем частиц, в течение одного часа при +4 °С 
для образования иммунокомплекса СПМЧ-АТ. 
Комплексы трижды отмывали в ФСБ и инкубиро-
вали с 50 мкл взвеси выделенных ВНВ в течение 
ночи при +4 °С при постоянном помешивании. 
Предполагалось, что в результате инкубации об-
разовывались комплексы СПМЧ-АТ и мБТШ70(+)
ВНВ. Удаление «СПМЧ-АТ-мБТШ70(+)ВНВ» при-
водило к истощению фракции мБТШ70(+)ВНВ и 
относительному возрастанию фракции мБТШ(-)
ВНВ в составе оставшейся популяции везикул. 
После удаления комплексов на основе СПМЧ (1 
экстракции) супернатант использовали для повтор-
ного выделения (2 экстракции) или для анализа 
оставшейся популяции ВНВ. Количество везикул 
«до» и «после» экстракции оценивалось с помо-
щью АТН, перед измерением аликвоту суспензии 
(20 мкл) разводили в ФСБ до 1000 мкл.

Анализ популяции мБТШ70(+)ВНВ 
с помощью проточной цитометрии (ПЦ)
Комплексы СПМЧ-АТ-мБТШ70(+)ВНВ отмыва-

ли трижды ФСБ и концентрировали на магнитном 

штативе, затем добавляли 200 мкл 0,2 % блокирую-
щего буфера Tropix i-Block (ThermoFisher, США), 
и инкубировали в течение 1 ч при +4°C. Для по-
следующего анализа эффективности образования 
комплекса СПМЧ-АТ-мБТШ(+)ВНВ проводили 
мечение маркерных белков в мембране связанных 
везикул. Для этого комплексы инкубировали с анти-
телами к тетраспанину CD63, меченные PERCP 
/ Peridinin-Chlorophyll-Protein  (ab77227 Abcam, 
США) или антителами к мБТШ70 (cmHsp70.1) в 
течение 2 ч при +4 °С. Связывание антител к БТШ70 
c комплексом везикул оценивали путем инкубации 
образцов с вторичными антителами к IgG мыши, ме-
ченными PE / Phycoerythrin (F0102B, RnD Systems, 
США) в течение 30 мин при +4 °С в темноте. В 
качестве негативного контроля использовали обра-
зец комплекса СПМЧ-АТ без ВНВ. Эффективность 
окрашивания антителами образцов наблюдали на 
проточном цитометре CytoFLEX (Beckman Coulter, 
США). Полученные данные анализировались с 
помощью программного обеспечения CytExpert 
(Beckman Coulter, США) и Excel (Microsoft Office, 
США). 

Проведена экспертная валидация экспери-
ментальных параметров всех этапов работы с 
внеклеточными нановезикулами (ВНВ), включая 
выделение и анализ, с помощью платформы 
EV-track (https://evtrack.org), которая является ин-
струментом прозрачной отчетности и интеграции 
данных исследований, поддерживаемой ISEV 
(The International Society For Extracellular Vesicles). 
Отчет доступен по EV-track №: EV200175.

Для выделения тотальной РНК из различных 
популяций везикул использовали набор ЛИРА 
(ООО «БиоЛабМикс», г. Новосибирск, РФ). Выде-
ление РНК проводили в соответствии с протоколом 
производителя. Концентрация и чистота выде-
ленной РНК оценивались на спектрофотометре 
Implen50 (Implen GmbH, Германия). Профайлинг 
микроРНК был проведен с использованием набора 
реагентов для анализа 179 молекул микроРНК, 
преимущественно представленных в плазме Plasma 
focused miRNA PCR Panel и соответствующих 
ферментных смесей miRCURY LNA Universal RT 
microRNA Polyadenylation and cDNA synthesis Kit, 
ExiLENT SYBR Greenmaster mix (Qiagen, США). 
Анализ выбранных 13 молекул микроРНК про-
водился с помощью наборов для ОТ-ПЦР серии 
ALL-MIR (ООО «Альгимед-Техно», Беларусь). 
Набор этой же серии был использован для анализа 
miR-191-5p. Перед началом работы аналитические 
характеристики всех систем были протестированы 
с помощью разведений синтетических аналогов 
анализируемых молекул, все измерения биологиче-
ских образцов проводились в диапазоне линейной 
зависимости значений пороговых циклов (Ct) от 
концентрации микроРНК. Анализ малой ядерной 
РНК U6 snRNA был проведен с помощью следую-
щих олигонуклеотидов: 
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ОТ праймер: gtcgtgtctgaggctgactgagacctattcgcac
ctgacacgacggccatgc 

Прямой ПЦР праймер: ggccgcatacagagaagatta
Обратный ПЦР праймер: ctgaggctgactgagacct 
ПЦР зонд :  (R6G) -a t t cgcacc (T-BHQ1)

gacacgacggccatgc-p 
Все реакции проводили на приборе CFX96 

Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, 
США). Нормализацию результатов профайлинга 
производили относительного среднего для каждого 
эксперимента значения Ct (global Ct mean). Анализ 
отдельных молекул проводили в трех повторах 
ОТ-ПЦР, результаты усредняли и нормализова-
ли относительно референсных микроРНК (U6 
snRNA, miR-191-5p) по формуле 2^(Ct reference – 
Ct target). 

Статистические расчеты и иллюстрации вы-
полнены с помощью программ Graph Pad Prizm 6 
(GraphPad Software, Inc., San Diego, California USA, 
www.graphpad.com), Sigma Plot 12 (Systat Software, 
Inc., San Jose, California USA, www.sigmaplot.
co.uk). Воспроизводимость результатов повторных 
измерений оценивали путем вычисления значения 
стандартного отклонения. Оценку статистической 
значимости разницы исследуемого параметра 

между двумя «группами» результатов (n=3) про-
водили с помощью метода Mann–Withney. 

Результаты
Характеристика везикул, 
секретируемых клетками КРР in vitro. 
Согласно требованиям ISEV [29], перед нача-

лом исследований мы провели анализ основных 
характеристик внеклеточных нановезикул (ВНВ), 
выделяемых с помощью ультрацентрифугирова-
ния (УЦ) из среды после культивации клеток КРР. 
На рис. 1 представлены результаты анализа ВНВ, 
секретируемых клетками линии HT29. Размер 
(гидродинамический диаметр) мажорной популя-
ции везикул, выделенных из культуральных сред, 
колебался в диапазоне 126–149 нм. Распределение 
выделенных везикул по размеру было относитель-
но гомогенно, а сканируемая поверхность фикси-
рованных везикул имела характерную для экзосом 
структуру (рис. 1Б). В состав поверхностной мем-
браны ВНВ входили белки, так называемые экзо-
сомальные маркеры – тетраспанины CD9 и CD63 
(рис. 1В). Ультраструктура везикул, выделенных из 
культуральной среды аналогичным методом, ранее 
была исследована с помощью криоэлектронной 

Рис. 1. Характеристика внеклеточных 
ВНВ: А – анализ распределения наноча-
стиц по размеру (лазерная корреляцион-
ная спектроскопия, ЛКС); Б – анализ раз-
мера и морфологии наночастиц (атомная 
силовая микроскопия, АСМ); В – оценка 

экспрессии маркеров (тетраспанинов 
CD9, CD63) на поверхностной мембране 
везикул методом проточной цитометрии

Fig.1. Characteristics of extracellular ENVs: 
A – analysis of the size distribution of 

nanoparticles (laser correlation spectros-
copy, LCS); B – analysis of the size and 

morphology of nanoparticles (atomic force 
microscopy, AFM); C – evaluation of the 

expression of markers (tetraspanins CD9, 
CD63) on the surface membrane of vesicles 

by flow cytometry
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Рис. 2. Эффект ТШ на общее количество ВНВ (АТН): 
А – схема эксперимента; Б – анализ концентрации 
и размера ВНВ, выделенных из среды клеток DLD1 
после культивации в стандартных условиях и после 
ТШ. Серым цветом выделен интервал размера ВНВ 
(30–150 нм). Была определена концентрация всех 

детектируемых ВНВ и везикул размером 30–150 нм
Fig 2. Effect of HS on the total amount of ENVs (NTA): 
A – scheme of the experiment; B – analysis of the con-
centration and size of ENVs isolated from the medium 

of DLD1 cells after cultivation under standard conditions 
and after HS. The range of the size of the ENVs 

(30–150 nm) is highlighted in gray. The concentration of 
all detectable ENVs and vesicles with a size of 30–150 

nm was determined

микроскопии [30]. По совокупности данных можно 
предполагать, что в состав популяций исследуемых 
ВНВ входили так называемые экзосомы, более 
детальное исследование физических характери-
стик везикул в составе смеси не входило в задачи 
исследования.

Тепловой шок (ТШ) стимулирует 
секрецию ВНВ клетками КРР
Этот феномен был показан для ряда клеточных 

культур (данные суммированы в обзоре [31]), но 
исследований, сфокусированных на клетках КРР, 
опубликовано не было. Мы использовали четыре 

линии, полученные из материала колоректальных 
карцином, которые были подвержены тепловому 
шоку (2 ч – 42 °С). После 6 ч инкубации в стандарт-
ных условиях среда была собрана для выделения 
и анализа количества ВНВ. Для получения доста-
точного для анализа количества везикул каждый 
эксперимент был проведен шесть раз. Образцы 
культуральной среды, полученные после отдель-
ных экспериментов, были объединены в равных 
объемах. Полученная смесь объемом 60 мл была 
дополнена ФСБ до объема пробирки для ультра-
центрифугирования (94 мл). После двух раундов 
ультрацетрифугирования осадки ресуспендирова-

Таблица 1/Table 1

Эффект ТШ на активность секреции ВНВ, оцененный с помощью АТН

Effect of HS on ENVs secretion activity assessed by NTA

Клеточные 
линии/

Cell lines

Содержание ВНВ в 1 мл среды/ENVs content in 1 ml of medium
Контроль (37 °С)/Control (37°С) Тепловой шок (42 °С)/ Heat stress (42°С)

Всех/Of all 30–150 нм/30–150 nm Всех/Of all 30–150 нм/30–150 nm
COLO 320 (18 ± 2)×107 11×107 (72 ± 3)×107 23×107

HCT116 (98 ± 25)×107 7,8×107 (54 ± 7)×107 8,5×107

HT29 (27 ± 6)×107 4,5×107 (58 ± 4)×107 9,4×107

DLD1* (41 ± 5)×107 14×107 (78 ± 11)×107 17×107

Примечание: представлены усредненные значения, полученные после пяти измерений разных микрообъемов одного образца; * – результаты 
представлены на рис. 2Б

Note: the averaged values obtained from the results of five assays of different microvolumes of the same sample; * – the results are shown in Fig. 2B
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лись и использовались для дальнейших измерений, 
которые в каждом случае отражали усредненные 
для шести идентичных экспериментов результаты. 
Подсчет числа всех везикул в составе суспензий 
был проведен с помощью АТН. Число ВНВ раз-
мера 30–150 нм в 1 мл было определено путем 
интегрирования усредненного значения пяти 
повторных измерений образца, с последующим 
вычислением значения среднего квадратичного 
отклонения. Результаты представлены в табл. 1, 
схема эксперимента и репрезентативный пример 
результатов анализа траекторий наночастиц – на 
рис. 2. Так, ТШ стимулировал секрецию ВНВ клет-
ками трех линий: концентрация везикул в среде 
клеток COLO320 возросла в 4 раза, HT29 – в 2,2 
раза, DLD-1 – в 1,9 раза по сравнению с контролем. 
В одном случае (HCT116) наблюдалось снижение 
числа нановезикул в среде после воздействия ТШ 
до 0,6 от значения концентрации ВНВ в контроле. 
Более того, ТШ вызывал заметные изменения 
морфологии клеток линии HCT116: округление, 
вакуолизация, потеря контакта с пластиком указы-
вали на гибель части клеточной популяции (рис. 3). 
После 2–3 дней культивации в свежей среде жиз-
неспособность и пролиферативная активность 
клеточной линии восстанавливались. Характерные 
изменения морфологии и динамика их нормализа-
ции были воспроизведены в шести экспериментах, 
что указывало на особенности биологии клеток 
линии HCT116, которые оказались более чувстви-
тельны к воздействию ТШ, чем остальные.

ТШ индуцирует секрецию ВНВ, 
обогащенных мембранной формой 
БТШ70 (мБТШ70(+)ВНВ)
Известно, что ТШ стимулирует секрецию груп-

пы белков-шаперонов (белков теплового шока). 
Полученные экспериментальные данные проде-
монстрировали феномен ТШ-стимулированной 
секреции ВНВ. Но связь между этими явлениями 
изучена слабо. В частности, неизвестно, являются 
ли ВНВ просто одной из форм секреции БТШ и ТШ 
приводит к повышению содержания этих белков в 
составе везикул, или ТШ индуцирует формирова-
ние особой фракции ВНВ, обогащенных белками 

этого семейства. Для ответа на этот вопрос мы раз-
работали технологию специфического выделения 
ВНВ, мембрана которых содержит БТШ70. Был 
выбран этот представитель семейства, так как его 
экспрессия в составе ВНВ была доказана рядом 
исследований (суммировано в обзоре [32]). Кро-
ме того, для этого белка показаны существование 
мембранной формы и ее особые функциональные 
качества [33]. ВНВ, мембрана которых содержит 
белок БТШ70 (мБТШ70), были выделены из общей 
популяции везикул с помощью суперпарамагнит-
ных частиц (СПМЧ), к поверхности которых были 
фиксированы антитела к мБТШ70 (СПМЧ-АТ). 
Количественная оценка ВНВ, фиксированных 
к поверхности СПМЧ, была проведена путем 
«мечения» тетраспанина CD63 в составе их мем-
браны и анализа методом проточной цитометрии. 
Для оценки факта выделения специфической 
мБТШ70(+) популяции везикул (мБТШ70(+) ВНВ) 
процедура экстракции этих везикул из суперна-
танта была проведена повторно. Сравнительный 
анализ эффективности двух последовательных 
экстракций мБТШ70(+)ВНВ позволил оценить 
факт «истощения» их фракции в составе тотальной 
популяции везикул. Изменение количества везикул 
в составе тотальной суспензии «до» и «после» 
двух последовательных экстракций оценивалось 
с помощью АТН и не превышало значений по-
грешности метода. Таким образом, выделенная 
фракция мБТШ70(+) везикул являлась минорной, 
так как ее выделение не приводило к значимому 
снижению исходной концентрации везикул. Схе-
ма эксперимента представлена на рис. 4А. Экс-
перимент был проведен с использованием ВНВ, 
выделенных из среды 4 клеточных линий в двух 
ситуациях: в нормальных условиях культивации 
и после ТШ. Во всех случаях первая процедура 
выделения приводила к детекции большего количе-
ства «меченых» частиц по сравнению с повторным 
выделением. Эти результаты указывали на наличие 
специфической популяции мБТШ70(+)ВНВ и ее 
«истощение» в результате связывания с СПМЧ-
АТ. На рис. 4Б представлен пример результатов 
проточной цитометрии: заметен пик «меченых» 
частиц после первого выделения и практически 

Рис. 3. Клетки линии HCT116 после 
культивации в стандартных условиях 

и после воздействия ТШ. Изображение 
получено через 6 ч после начала 

эксперимента с помощью цифровой каме-
ры HC-HD-2 с программным обеспечени-
ем MC-View для инверсионного микроско-

па МИБ-Р (АО «ЛОМО», СПб), ×40
Fig. 3. HCT116 cells after cultivation under 
standard conditions and after exposure to 
HS. The image was obtained 6 hours after 
the start of the experiment using a digital 

camera HC-HD-2 with MC-View software for 
the inversion microscope MIBR (Company 

«LOMO», St. Petersburg), ×40
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Рис. 4. Технология выделения и количественного 
анализа мБТШ70(+) ВНВ:

А – схема процедуры двухэтапного выделения и 
последующего мечения мБТШ70(+) ВНВ; Б – пример 

результатов анализа эффективности связывания 
(выделения) мБТШ70(+) ВНВ путем двух последо-
вательных экстракций из среды после культивации 

клеток COLO320. Везикулы, фиксированные к 
СПМЧ, мечены с помощью антител к CD63; В – при-
мер результатов анализа эффективности выделения 
мБТШ70(+) ВНВ из среды до и после температурного 

воздействия на клетки COLO320. Везикулы, фик-
сированные к СПМЧ, мечены с помощью антител к 

CD63 (слева) и БТШ70 (справа)
Fig. 4. The technology of isolation and quantitative 

analysis of mHSP70 (+) ENVs:
A – diagram of the procedure for two-stage isolation 

and subsequent labeling of mHSP70 (+) ENVs; B – an 
example of the results of the analysis of the efficiency 
of binding (isolation) of mHSP70 (+) ENVs by two suc-
cessive extractions from the medium after cultivation of 
COLO320 cells. Vesicles fixed to SPMP are labeled with 
anti-CD63 antibodies; C – an example of the results of 

the analysis of the efficiency of mHSP70 (+) ENVs isola-
tion from the medium before and after exposure to heat 
stress on COLO320 cells. Vesicles fixed to SPMP were 
labeled with antibodies to CD63 (left) and HSP70 (right)

Рис. 5. Эффект ТШ на количество мБТШ70(+) ВНВ. Результаты анализа эффективности выделения мБТШ70(+) ВНВ из среды 
различных клеточных линий, перенесших ТШ, и контрольных, проведенного методом проточной цитометрии. Представлены ре-
зультаты двух экстракций. Детекция мБТШ70(+) ВНВ, сорбированных на СПМЧ, была проведена с помощью антител с CD63. По 

оси ординат показаны значения (%) позитивных событий, детектированных по PERCP каналу флуоресценции. Представлены 
усредненные результаты двух экстракций и значения стандартных отклонений. Статистическая значимость отличий эффектив-
ности первой экстракции мБТШ70(+)ВНВ из среды контрольных клеток (37 °С) и клеток, перенесших ТШ (42 °С), определена с 

помощью U теста Mann–Whitney (** – p<0,005; *** – p<0,0005)
Fig. 5. Effect of HS on the number of mHSP70 (+) ENVs

Results of the analysis of the efficiency of isolation of mHSP70 (+) ENVs from the cell medium of various cell lines that underwent 
HS and control, carried out by flow cytometry. The results of the two extractions are presented. The detection of mHSP70 (+) ENVs 
adsorbed on SPMP was carried out using antibodies with CD63. The ordinate shows the values (%) of positive events detected by 

the PERCP fluorescence channel. The average of the two extractions and the standard deviations are shown. Statistical significance 
between efficacy of first extraction of mHSP70(+)ENVs from media of control (37 °С) and treated cells (42 °С) is evaluated using Mann–

Whitney U test and indicated as asterisk (** – p<0.005; *** – p<0.0005)
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Таблица 2/Table 2

Анализ эффективности экстракции БТШ70(+) ВНВ из тотальной популяции методом проточной 
цитометрии

Analysis of the efficiency of HSP70 (+) ENVs extraction from the total population by flow cytometry

Экстракция/
Extraction

Colo320* HCT116 HT29 DLD1
1 2 1 2 1 2 1 2

Детекция мБТШ70(+) ВНВ с помощью антител к CD63(PERCP)**/Detection of mHSP70 (+) ENVs using antibodies to CD63 (PERCP)**
Контроль, 37 °С/

Control, 37 °С 5,71 2,67* 13,50 7,05 14,27 6,22 8,96 8,22

ТШ, 42 °С/
HS, 42 °С 34,21* 4,74* 8,45 8,00 37,11 28,33 17,08 11,02

Детекция мБТШ70(+)ВНВ с помощью антител к HSP70(PE)/Detection of mHSP70 (+) ENVs using antibodies to HSP70(PE)
Контроль, 37 °С/

Control, 37 °С 9,78 8,00* 16,03 7,00 17,88 5,52 11,12 8,34

ТШ, 42 °С/
HS, 42°С 34,47* 17,41* 10,33 8,17 43,66 29,22 22,93 6,22

Примечание: БТШ70(+) ВНВ выделялись путем иммуносорбции с помощью антител, фиксированных к поверхности СПМЧ, детекция 
сорбированных везикул проводилась с помощью антител флуоресцентно-меченных антител CD63(PERCP) и HSP70(PE); представлены 
усредненные значения, полученные по результатам трех экспериментов; результаты представлены как % «позитивных событий» при 
анализе в соответствующем канале; * – результаты представлены на рис. 4 Б и В; ** – результаты представлены на рис. 4.

Note: HS – heat stress; HSP70 (+) ENVs were isolated by immunoadsorption using antibodies fixed to the surface of the SPMP, detection of sorbed 
nanovesicles was carried out using antibodies of fluorescently labeled antibodies CD63 (PERCP) and HSP70 (PE); the averaged values obtained from 
the results of three repetitions of the experiment are presented; results are presented as % of “positive events” when analyzed in the corresponding 
channel; * – fhe results are shown in Fig. 4 B and C; ** – results are presented in Fig. 4.

отсутствует сигнал от частиц после повторного 
выделения мБТШ70(+)ВНВ из суспензии везикул 
культуральной среды клеток COLO320, перенес-
ших ТШ (34,21 % vs 4,74 %). Результаты анализа 
эффективности экстракции мБТШ70(+)ВНВ из 
культуральных сред всех четырех линий (ТШ и 
контроль) и последующего мечения связанных 
везикул с помощью CD63(PERCP) представлены 
на рис. 5. Эти же данные и результаты мечения 
тех же комплексов антителом HSP70(PE) пред-
ставлены в табл. 2. 

Анализ данных позволяет оценить эффект ТШ. 
Сравнение эффективности первых экстракций 
мБТШ70(+)ВНВ из среды контрольных клеток 
(37 °С) и клеток, перенесших ТШ (42° С), демон-
стрирует статистически значимую разницу: в трех 
случаях (COLO320, HT29, DLD1) ТШ стимули-
ровал секрецию ВНВ, в случае HCT116 секреция 
везикул угнеталась в результате ТШ (рис. 5). 
Особенности реакции клеток HCT116 на ТШ 
были сопоставимы при разных схемах анализа: 
СПМЧ-мБТШ70(+) ВНВ-CD63(PERCP) и СПМЧ-
мБТШ70(+) ВНВ-HSP70(PE). Вероятно, биология 
этих клеток предполагает низкую резистентность к 
температурному стрессу и отсутствие способности 
к секреции ВНВ в ответ на ТШ. 

Состав микроРНК в популяция мБТШ70(+) 
ВНВ обогащен количественно и качественно
МикроРНК в составе ВНВ во многом опреде-

ляет эффекты последних. Особое внимание 
привлекает микроРНК в составе везикул, секре-
тируемых опухолевыми клетками [34]. Известно, 
что «упаковка» молекул микроРНК в ВНВ является 

активным и регулируемым процессом. Более того, 
клетки могут секретировать биохимически от-
личимые популяции везикул с разным составом 
микроРНК [35]. На основе этих данных возникло 
предположение об измененном составе микроРНК 
в мБТШ70(+)ВНВ, секретируемых клетками КРР 
после воздействия ТШ. Клетки трех линий были 
подвержены ТШ, из тотальных популяций вези-
кул были выделены фракции мБТШ70(+)ВНВ. 
На первом этапе проведен анализ экспрессии 179 
молекул микроРНК в популяциях выделенных 
везикул (мБТШ70(+)ВНВ) и везикул, оставшихся 
после двукратных процедур экстракции, т.е. пред-
положительно популяции мБТШ70(-) ВНВ. Иссле-
дование проведено с помощью набора для ОТ-ПЦР 
анализа молекул с относительно высокой концен-
трацией в плазме. Сравнение числа детектирован-
ных молекул выявило относительное обогащение 
состава микроРНК в мБТШ70(+)ВНВ. Данные 
по 3 клеточным линиям представлены в табл. 3; 
рис. 6 дает наглядное представление результатов 
микроРНК профайлинга клеток линии COLO320. 
В целом, ТШ-индуцированные изменения состава 
везикулярных микроРНК трех клеточных линий 
имели мало общего как в составе детектирован-
ных молекул, так и в соотношении концентрации 
молекул, детектированных в мБТШ70(+)ВНВ и 
мБТШ70(+)ВНВ фракциях. Относительная кон-
центрация лишь 13 из 179 молекул была выше в по-
пуляции мБТШ70(+)ВНВ относительно популяции 
мБТШ70(-)ВНВ в трех клеточных линиях. 

С целью верификации полученных экспресси-
онных данных анализ этих 13 молекул проведен с 
помощью технологии «двухфланговой» ОТ и после-
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Таблица 3/Table 3

Результаты ОТ-ПЦР анализа отдельных молекул микроРНК в популяциях БТШ(+) и БТШ(-) ВНВ

Results of RT-PCR analysis of individual microRNA molecules in HSP(+) and HSP(-) ENVs populations

Клеточные линии/Cell lines Colo320 HT29 DLD1

Статус БТШ (+/−)/HSP status − + − + − +
Общее кол-во /Total number 115 157 98 142 91 122

miR-126* 0,18 1,11 0,10 2,14 0,19 1,05
miR-181-5p* 11,1 48,17 0,13 39,13 0,53 67,1

miR-155* 2,15 4,40 0,38 3,27 0,42 11,51
miR-223* 13,05 414,75 23,42 389,88 22,99 99,64

miR-324-5p 18,32 26,21 11,32 18,26 1,65 2,18
miR-486-5p 21,11 28,54 2,43 3,23 18,44 23,18

Примечание: представлены усредненные результаты трех независимых экспериментов выделения БТШ(+) и БТШ(-) фракций ВНВ; в каж-
дом случае ОТ-ПЦР анализ проводился в трех повторах, результаты нормализованы относительно miR-191-5p; * – результаты представлены 
на рис. 7.

Note: the averaged results of three independent experiments of the isolation of HSP(+) and HSP(-) ENVs fractions are presented. In each case,               
RT-PCR analysis was performed in triplicate: the results were normalized relative to miR-191-5p; * – the results are shown in Fig. 7.

Рис. 6. Сравнение общего количества и про-
филя экспрессии молекул микроРНК в составе 
мБТШ70(+) ВНВ и мБТШ70(-) ВНВ, секретируе-
мых клетками COLO320: А – общее количество 
детектированных молекул из 179, включенных 
в анализ; Б – сравнительный состав и уровень 
экспрессии (профиль) микроРНК в мБТШ70(+) 

ВНВ и мБТШ70(-) ВНВ, секретируемых клетками 
COLO320. Данные нормализованы относительно 
среднего значения Ct (global Ct) для всех детек-

тированных молекул
Fig.6. Comparison of the total number and miRNA 

expression profile of molecules in the composi-
tion of mHSP70 (+) ENVs and mHSP70(-) ENVs 

secreted by COLO320 cells. A –  the total number of 
detected molecules out of 179 included in the analy-

sis; B – comparative composition and expression 
level (profile) of miRNA in mHSP70 (+) ENVs and 

mHSP70 (-) ENVs secreted by COLO320 cells. The 
data are normalized to the average Ct value (global 

Ct) for all detected molecules

Рис. 7. Анализ эффективности детекции 
миР-191. Черным цветом показаны результаты 
анализа серийных разведений синтетического 

аналога молекулы miR-191-5p, входящие в 
состав набора серии ALL-MIR. Красным цветом 

показаны результаты анализа шести образ-
цов РНК, выделенных из ВНВ, секретируемых 
клетками КРР (три культуры: мБТШ70(+) ВНВ и 
мБТШ70(-) ВНВ). Представлены усредненные 
результаты трех измерений (значения Ct без 
нормализации) и значения стандартных от-

клонений
Fig. 7. Analysis of the detection efficiency of miR-
191. Black color shows the results of the analysis 

of serial dilutions of the synthetic analog of the 
miR-191-5p molecule included in the ALL-MIR kit. 
The red color shows the results of the analysis of 
six RNA samples isolated from ENVs, secreted by 
CRC cells (three cultures: mHSP70(+) ENVs and 
mHSP70(-) ENVs). The averaged results of three 
measurements (Ct values without normalization) 

and standard deviation values are shown
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дующей ПЦР с двумя микроРНК-специфичными 
праймерами, реализованной в наборах ALL-MIR 
(ООО «Альгимед Техно», Беларусь). Параллельно 
был проведен анализ экспрессии миР-191-5p и ма-
лой ядерной РНК U6 snRNA в качестве референс-
ных молекул. В шести анализируемых образцах 
наблюдалась относительно стабильная экспрессия 
обеих молекул: Ct (U6)=24,3 ± 0,3; Ct (miR-191-
5p)=27,1 ± 0,4, что позволило использовать их в 
качестве нормализаторов. На рис. 7 совмещены 
результаты анализа серийных разведений синтети-
ческой молекулы miR-191-5p, демонстрирующие 
аналитические характеристики системы ОТ-ПЦР 
анализа в диапазоне концентраций аналита 103–1012 
молекул/реакцию, и результаты анализа этой мо-
лекулы в биологических образцах. 

Анализ концентрации выбранных по данным 
профайлинга везикулярных микроРНК был про-
веден после трех независимых экспериментов по 
индукции ТШ и получения фракций мБТШ70(+)
ВНВ и мБТШ70(-)ВНВ. Каждый раз ОТ-ПЦР ана-
лиз был проведен в трех технических повторах, 
разница не превышала 0,5 цикла. Полученные ре-
зультаты усреднены, нормализованы относительно 
U6 и miR-191-5p. Для семи из 13 молекул резуль-
таты, полученные после трех экспериментов и 
нормализации относительно двух разных молекул 
(U6 и miR-191-5p), имели дискордантный характер. 
В шести случаях (miR-126-3p, miR-181-5p, miR-
155-5p, miR-223, miR-324-5p, miR-486-5p (табл. 3) 

Рис. 8. Анализ концентрации миР-126, -181а, -155 и -223 в мБТШ70(+) и мБТШ70(-) ВНВ, секретируемых клетками разных линий 
КРР. Представлены усредненные данные трех экспериментов выделения мБТШ70(+) ВНВ и мБТШ70(-) ВНВ и значения стан-

дартных отклонений. В каждом случае реакции ОТ-ПЦР проведены в трех повторах, данные усреднены и нормализованы отно-
сительно значения Ct (miR-191-5p). Сравнение статистической значимости разницы между «группами» результатов измерений 

(n=3) проведено методом Mann–Withney 
(* – p<0,05; ** – p<0,005; *** – p<0,0005)

Fig. 8. Analysis of the concentration of miR-126, -181a, -155 and -223 in mHSP70 (+) and mHSP70 (-) ENVs secreted by cells of 
different CRC lines. The averaged data of three experiments on the isolation of mHSP70(+) ENVs and mHSP70(-) ENVs and the values 
of standard deviations are presented. In each case, RT-PCR reactions were performed in triplicate, the data averaged and normalized 

relative to the Ct value (miR-191-5p). Comparison of the statistical significance of the difference between the «groups» of measurement 
results (n= 3) was carried out by the Mann– Withney method (* – p<0.05; ** – p<0.005; *** – p<0.0005)

разница содержания микроРНК в анализируемых 
везикулярных популяциях была воспроизводима и 
не зависела от метода нормализации. В ряде случа-
ев наблюдаемая разница концентрации микроРНК 
в мБТШ70(+)ВНВ и мБТШ70(-) ВНВ была стати-
стически значима (рис. 8).

Обсуждение
Результаты исследования выявили предсказуе-

мый, но интересный факт разной чувствительности 
клеток КРР к воздействию высокой температуры. 
С практической точки зрения было бы важно иден-
тифицировать молекулярные маркеры высокой 
чувствительности (или низкой резистентности) и 
использовать их для прогнозирования эффективно-
сти ИХГТП. Анализ заявленных производителем 
клеточных линий (ATCC, American Type Culture 
Collection) характеристик позволил сделать пред-
положения относительно причин низкой устой-
чивости к температуре клеток линии HCT116. В 
этих клетках описана активирующая мутация в 
13 кодоне протоонкогена RAS, что предполагает 
патологическую активность сигнального каскада 
MAPK. Если этот каскад задействован в реакции 
клеток на ТШ, то его постоянная активность может 
снижать потенциал ТШ-индуцированной актива-
ции и, соответственно, толерантность клеток к 
воздействию ТШ. Конечно, подтверждение или 
опровержение этой гипотезы требует дополнитель-
ных исследований. 
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В ряде ранее опубликованных работ показано, 
что ТШ стимулирует секрецию БТШ(+)ВНВ, на-
пример, лимфобластами [36] или мононуклеарами 
периферической крови [10]. Результаты нашего 
исследования дополняют эти наблюдения инте-
ресным феноменом обратной корреляции между 
чувствительностью культивируемых клеток к 
воздействию ТШ и их способностью активировать 
секрецию мБТШ70(+)ВНВ в ответ на это воздей-
ствие. Если расценивать секрецию мБТШ70(+)
ВНВ как элемент «защитной реакции» клеток на 
стресс, то такая корреляция представляется ло-
гичной: клетки, способные «реагировать» на ТШ, 
оказываются более резистентными к его действию, 
чем клетки, не способные к такой реакции. Эта 
интерпретация находит подтверждение в результа-
тах ряда современных исследований, показавших 
корреляцию уровня мБТШ70(+)ВНВ и маркеров 
цитотоксичности (Granzym B, Perforin) в плазме 
и перитонеальной жидкости пациентов с онко-
гинекологическими заболеваниями. Результаты 
анализа биологических жидкостей не позволяют 
утверждать, что источником таких «индикаторов» 
стресса, как мБТШ70(+)ВНВ и молекулярные 
индукторы апоптоза, являются именно клетки опу-
холи. Однако наблюдавшаяся другими авторами 
связь между клиническим статусом пациентов и 
уровнем мБТШ70(+)ВНВ в циркуляции указывает 
на опухолевые клетки как на наиболее вероятный 
источник «стрессорных» везикул [37]. 

Отдельного обсуждения заслуживает показан-
ный в нашем исследовании факт существования 
специфической популяции мБТШ70(+)ВНВ, экс-
прессия которой стимулируется ТШ. Возможность 
продукции ВНВ разного состава [4, 5] является 
известным фактом, наши данные дополняют суще-
ствующие представления о механизмах регуляции 
этого процесса. Возможность ТШ-индуцируемой 
активации продукции именно (или преимуще-
ственно) мБТШ70(+)ВНВ указывает на суще-
ствование различных, возможно независимых, 
регуляторных механизмов. Кроме того, выявлена 
разница (количественная и качественная) в составе 
микроРНК мБТШ70(+)ВНВ и остальных везикул, 
что подтверждает специфический биогенез ТШ-
индуцируемой популяции. Повышение содержания 
ряда молекул микроРНК (miR-126-3p, miR-181-
5p, miR-155-5p, miR-223-5p) в мБТШ70(+)ВНВ, 
наблюдавшееся во всех трех клеточных линиях, 

может указывать на специфические функцио-
нальные качества этих везикул, которые требуют 
дальнейшего изучения. 

В целом, представленные данные указывают на 
связь между реакцией клеток КРР на температур-
ный стресс и секрецией специфической популяции 
мБТШ70(+)ВНВ. Исследования механизмов этой 
связи необходимы для оценки возможностей ее 
терапевтической модификации, в частности изме-
нения чувствительности клеток КРР к ТШ путем 
изменения активности секреции мБТШ70(+)ВНВ. 
Результаты таких исследований могли бы быть по-
лезны для повышения эффективности ИХГТП при 
канцероматозе брюшины у больных КРР. Кроме того, 
специфический состав микроРНК мБТШ70(+)ВНВ, 
секретируемых клетками КРР после ТШ, может 
играть особую роль в реакции клеток мезотелия здо-
ровой брюшины на ИХГТП и участвовать в развитии 
острых или отсроченных осложнений перфузии. 

Заключение
1. Стабильные линии клеток колоректальной 

карциномы характеризуются разной чувствитель-
ностью к температурному стрессу. Воздействие ТШ 
на относительно резистентные клетки (COLO320, 
HT29, DLD1) стимулирует, а воздействие ТШ на 
относительно чувствительные клетки (HCT116)  
угнетает секрецию ими ВНВ. 

2. В составе ВНВ, секретируемых клетками 
КРР (COLO320, HT29, DLD1), после воздействия 
ТШ возрастает содержание везикул, обогащен-
ных мембранной формой БТШ70, мБТШ70(+)
ВНВ. Фракция таких мБТШ70(+)ВНВ может быть 
выделена (обогащена) с помощью технологии 
иммуносорбции. 

3. Состав микроРНК мБТШ70(+) ВНВ каче-
ственно и количественно отличается от состава 
микроРНК мажорной популяции мБТШ70(-) 
ВНВ. В частности, в мБТШ70(+) ВНВ детекти-
руется большее количество различных молекул 
микроРНК, а концентрация отдельных молекул, 
детектируемых в обеих популяциях, может суще-
ственно отличаться.

4. Феномен высокой концентрации ряда мо-
лекул (miR-126-3p, miR-181-5p, miR-155-5p, 
miR-223-5p) в ТШ-индуцированной популяции 
мБТШ70(+)ВНВ относительно мБТШ70(-)ВНВ 
характерен для клеток КРР трех линий (COLO320, 
HT29, DLD1).
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