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Введение. Выяснение механизмов канцерогенеза, индуцируемого инородными телами, – одна из актуальных проблем современной 
онкологии. Это обусловлено тем, что есть взаимосвязь между процессами воспаления и канцерогенеза. Сегодня уже не вызывает 
сомнений факт, что цитокины и сигнальные молекулы в очаге воспаления (продукты воспаления) могут способствовать иници-
ации канцерогенеза, а также стимулировать опухолевую прогрессию. В случае канцерогенеза, индуцированного инородными те-
лами, ключевым вопросом является понимание различий в реакции организма на имплантацию инородных тел, способных вызывать 
образование опухоли и не обладающих этой способностью. Феномен данного вида канцерогенеза заключается в возникновении 
сарком при подкожной имплантации мышам гидрофильных миллипоровых фильтров с диаметром пор, не превышающим 0,1 мкм, 
и неспособности индуцировать опухоли фильтров с диаметром пор, превышающим или равным 0,22 мкм.
Цель исследования – изучение различий между опухолеродными и неопухолеродными фильтрами на молекулярном уровне.
Материалы и методы. Методом полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией в реальном времени оценивали экс-
прессию генов различных цитокинов – продуктов клеток макрофагального происхождения, обитающих на поверхности имплан-
тированных фильтров и в окружающей их капсуле. Сравнивали фильтры с диаметрами пор 0,025 мкм (канцерогенные) и 0,45 мкм 
(неканцерогенные) на сроках 8, 35 и 160 сут (5,5 мес) с момента имплантации.
Результаты и заключение. Через 8 сут мы получили достоверное (р <0,01) превышение экспрессии гена цитокина интерлейкина 1β 
(IL-1β) клетками вокруг канцерогенных фильтров с порами 0,025 мкм по сравнению с неканцерогенными фильтрами с порами 
0,45 мкм.
Через 35 дней показано достоверное (p <0,01) превышение экспрессии IL-1β, Tnf-α (фактора некроза опухоли α), iNOS (индуци-
руемой синтазы оксида азота) и IL-6 клетками вокруг фильтров 0,025 мкм по сравнению с 0,45 мкм. Количественной разницы 
в экспрессии Nf-κB1 и Nf-κB2 (транскрипционного фактора κ-В1 и κ-В2), Tgf-β (трансформирующего фактора роста β) и IL-10 
не обнаружено.
Через 5,5 мес превышение экспрессии IL-1β клетками на 0,025-фильтрах по-прежнему значимо. Для генов Tnf-α, iNOS, IL-6 и IL-10 
разницы в экспрессии практически нет; для генов Nf-κB1 и Nf-κB2 и Tgf-β и COX-2 (циклооксигеназы 2) разница значима, при этом 
экспрессия этих генов была в клетках на неонкогенных фильтрах (0,45 мкм) выше, чем на онкогенных (0,025 мкм).
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Differences in the profile of cytokine expression induced by implantation  
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Background. Clarification of the mechanisms of carcinogenesis induced by foreign bodies is one of the urgent problems of modern oncology. 
This is due to the fact that there is a relationship between the processes of inflammation and carcinogenesis. Today, there is no doubt the fact 
that cytokines and signal molecules in the focus of inflammation (products of inflammation) can contribute to the initiation of carcinogenesis, 
as well as stimulate tumor progression. In the case of carcinogenesis induced by foreign bodies, the key issue is understanding the differences 
in the body’s response to the implantation of foreign bodies that can cause tumor formation and do not have this ability. One of the phenom-
ena of this type of carcinogenesis is the occurrence of sarcoma after the subcutaneous implantation in mice of hydrophilic millipore filters with 
a pore diameter not exceeding 0.1 μm and the inability to induce tumors of one’s with a pore diameter greater than or equal to 0.22 μm.
The objective of our work was to study the differences between oncogenic and non-oncogenic filters at the molecular level.
Materials and methods. Reverse transcription polymerase chain reaction method was used to study the expression of a number of cytokines 
that are products of macrophage cells that live on the surface of implanted filters and in the surrounding capsule. Filters with pore diameters 
of 0.025 μm (carcinogenic) and 0.45 μm (non-carcinogenic) were compared in 8, 35 days and 5.5 months after implantation.
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Введение
Старая, но не решенная до конца проблема канце-

рогенеза, индуцируемого имплантацией инородных 
тел, вновь приобретает актуальность, а внимание ис-
следователей все более привлекают вопросы воспале-
ния, являющегося причиной индукции злокачественных 
опухолей. Моделью канцерогенеза, индуцированного 
инородным телом, служит обычно подкожная имплан-
тация пластинок из различных пластмасс мышам или 
крысам. Длительный срок (>12 мес) пребывания пла-
стинки под кожей животного часто приводит к обра-
зованию сарком, берущих начало из клеток соедини-
тельно-тканной капсулы вокруг импланта [1].

Одним из феноменов данного вида канцерогенеза 
является возникновение сарком при подкожной им-
плантации мышам гидрофильных нитроцеллюлозных 
миллипоровых фильтров. При имплантации таких 
фильтров мышам было обнаружено, что их канцеро-
генность сильно зависит от размера пор [2]. В частно-
сти, имплантация фильтров с порами ≥0,22 мкм не вы-
зывала опухолей (неканцерогенные фильтры), а при 
размере пор ≤0,1 мкм опухоли всегда возникали в боль-
шом количестве (канцерогенные фильтры). В той же 
работе было показано, что основным типом клеток 
на поверхности и вокруг всех видов фильтров были 
клетки макрофагального типа. Кроме этого, отмечено, 
что поры неканцерогенных фильтров в отличие от кан-
церогенных были пронизаны тонкими цитоплазмати-
ческими отростками. Преобладание макрофагов вокруг 
имплантатов заставило заподозрить, что именно эти 
клетки играют ключевую роль в данном виде канце-
рогенеза. В настоящее время много внимания уделя-
ется взаимосвязи реакции воспаления (где ведущая 
роль принадлежит макрофагам) с канцерогенезом, 
а также роли провоспалительных цитокинов в иници-
ации опухолевых клеток [3–5].

Цель исследования – выяснить, имеются ли разли-
чия в экспрессии цитокинов клетками, заселившими 
опухолеродные и неопухолеродные фильтры.

Материалы и методы
Имплантация фильтров. Трехмесячным мышам, сам-

кам линии BALb / c, под кожу спины имплантировали 
под эфирным наркозом гидрофильные целлюлозные 

миллипоровые фильтры (Millipore corporation, США) 
диаметром 2 см c порами 0,45 и 0,025 мкм на срок 8, 
35 и 160 сут. По достижении срока планируемого забоя 
мышей умерщвляли с применением цервикальной 
дислокации. Подрезая со всех сторон соединительную 
ткань, фильтры извлекали вместе с капсулой. Методом 
полимеразной цепной реакции с обратной транскрип-
цией в реальном времени исследовали экспрессию 
ряда цитокинов в клетках на поверхности фильтров.

Выделение РНК из ткани. Извлеченный из мыши 
фильтр вместе с окружающей капсулой быстро измель-
чали и помещали в 2–3 мл Trizol-Reagent (Invitrogen, 
США). Тотальную РНК выделяли по протоколу про-
изводителя. Качество выделенной РНК проверяли 
с помощью электрофореза в 1 % агарозном геле, содер-
жащем 0,01 % бромистого этидия. Концентрацию РНК 
определяли с помощью спектрофотометра NanoVue 
Plus (GE Healthcare, США).

Полимеразная цепная реакция в реальном времени. 
Обратную транскрипцию проводили с помощью на-
бора реагентов ОТ-1 (Синтол, Россия) в соответствии 
с протоколом производителя. Полимеразную цепную 
реакцию в реальном времени проводили с помощью 
набора реагентов компании «Синтол» (Кат. № R412) 
с интеркалирующим флуоресцентным агентом EvaGreen 
(Синтол, Россия) в соответствии с протоколом произ-
водителя. На 1 реакцию брали 50 нг комплементарной 
ДНК. Реакцию ставили в амплификаторе CFX96 Touch 
(Bio-Rad, США). Шаги амплификации: 95 °С – 5 мин; 
(95 °С – 13 с, 60 °С – 20 с, 72 °С –15 с) × 39.

Нормализацию результатов проводили по экспрес-
сии гена β-actin. Уровень экспрессии генов оценивал-
ся по значению R = 2ΔСt. Последовательности пар прай-
меров представлены в табл. 1.

Статистический анализ. Для определения достовер-
ности различий экспрессии цитокинов клетками на 
фильтрах с разными порами пользовались критерием 
Манна–Уитни. Брали 8–12 мышей на каждую точку.

Результаты и обсуждение
Через 8 сут после имплантации мы получили до-

стоверное (р <0,01) превышение экспрессии цитокина 
интерлейкина 1β (IL-1β) клетками вокруг опухолерод-
ных фильтров (рис. 1).

Results and conclusion. After 8 days we observed significant (p <0.01) excess of expression of two cytokines interleukin 1β (IL-1β) by cells 
around oncogenic filters (with pore of 0.025 μm) compared to non-oncogenic one’s (with pore of 0.45 μm)
After 35 days, significant (p <0.01) excess of expression of IL-1β, Tnf-α, iNOS (induced nitric oxide synthase), and IL-6 by cells around 
the  oncogenic filters (0.025 μm) compared to non-oncogenic one’s (0.45 μm) was observed. There was no quantitative difference in the expres-
sion of Nf-κB1 and Nf-κB2 (nuclear factor κ-B1, κ-B2), Tgf-β (transforming growth factor β), IL-10.
After 5.5 months the expression of IL-1β by cells on oncogenic filters was still significant; for Tnf-α, iNOS, IL-6 and IL-10 there was no 
practically difference in expression. For Nf-κB1 and Nf-κB2, Tgf-β and COX-2 (cyclooxygenase 2) the difference was significant, cells on 
non-oncogenic filters are expressed more then on oncogenic one’s.

Key words: implantation of millipore filter, cytokine, sarcoma

For citation: Rybalkina E. Yu., Susova O. Yu., Moizhess T. G. Differences in the profile of cytokine expression induced by implantation of on-
cogenic and non-oncogenic millipore filters. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2019;6(3):57–62.
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генов нескольких цитокинов клетками, заселившими 
опухолеродные фильтры, по сравнению с неопухоле-
родными: превышение экспрессии касается 4 прово-
спалительных цитокинов – Tnf-α (фактора некроза 
опухоли α) в 2,2 раза, IL-1β в 9 раз, IL-6 в 3 раза, а также 
iNOS (индуцируемой синтазы оксида азота) в 3 раза.

На сроке 160 сут превышение уровня экспрессии 
IL-1β клетками на фильтрах 0,025 мкм по-прежнему 
значимо, для остальных провоспалительных цитоки-
нов – утрачено (рис. 3).

Полученные в наших опытах результаты согласу-
ются с гипотезой, по которой саркомы в месте имплан-
тации инородного тела могут быть инициированы 
воздействием продуктов, образующихся в очаге вос-
паления в острой фазе, когда при участии макрофагов 
происходит активное образование свободных радика-
лов кислорода и оксида азота (NO), которые оказыва-
ют цитотоксическое и мутагенное действие на клетки, 
вызывая их инициацию и в дальнейшем развитие опу-
холей [9–11]. Основным источником активных форм 
кислорода при воспалении является НАДФН-оксида-
за (NOX). Имеются исследования, в которых показана 
взаимная регуляция активности ключевых ферментов 
НАДФН-оксидазы и IL-1β в макрофагах и хондроци-
тах [12, 13].

Таблица 1. Праймеры, использованные для оценки экспрессии генов

Table 1. Primers used for evaluation of gene expression

Название гена 
Gene name

Последовательность 
Sequence

Длина фрагмента 
Fragment length

Статьи, в которых 
опубликованы праймеры 

Reference to publication on the primer

β-actin
For: 5’-GGCTGTATTCCCCTCCATCG-3’
Rev: 5’-CCAGTTGGTAACAATGCCATGT-3’

154 [6] 

iNOS
For: 5’-GTTCTCAGCCCAACAATACAAGA-3’
Rev: 5’-GTGGACGGGTCGATGTCAC-3’

127 [6] 

COX-2
For: 5’-TTCCAATCCATGTCAAAACCGT-3’
Rev: 5’-AGTCCGGGTACAGTCACACTT-3’

75 [6] 

IL-1β For: 5’-GAAATGCCACCTTTTGACAGTG-3’
Rev: 5’-TGGATGCTCTCATCAGGACAG)-3’

116 [6] 

Nf-κB1
For: 5’-TTTTCGACTACGCAGTGACG-3’
Rev: 5’-GTCCAGAAGGCTCAGGTCAG-3’

290 [7] 

Nf-κB2
For: 5’-GCAGATAGCCCACGTCATTT -3’
Rev: 5’-CAGGCATGTGCAATATTTGG-3’

275 [7] 

Tnf-α For: 5’-GGCCAACGGCATGGATCTCAA-3’
Rev: 5’-TGTGGGTGAGGAGCACGTAGT-3’

121 [8] 

Tgf-β For: 5’-GCTGGTGAAACGGAAGCGCA-3’
Rev: 5’-AGATGGCGTTGTTGCGGTCCA-3’

244 [8] 

IL-6
For: 5’-TGATGCTGGTGACAACCACGGC-3’
Rev: 5’-AGCCTCCGACTTGTGAAGTGGTA-3’

131 [8] 

IL-10
For: 5’-TGCTCCTAGAGCTGCGGACT-3’
Rev: 5’-TTCTGGGCCATGCTTCTCTGCC-3’

193 [8] 

Рис. 1. Экспрессия цитокинов клетками комплекса «фильтр–капсула» 
через 8 сут после имплантации миллипоровых фильтров с разными разме-
рами пор (по 8 фильтров для каждого размера пор). Здесь и на рис. 2, 3 
звездочкой помечены значения, для которых показаны достоверные 
различия по критерию Манна–Уитни (р <0,01)
Fig. 1. Cytokine expression by cells of the “filter–capsule” complex 8 days 
after implantation of millipore filters with varying pore sizes (8 filters per every 
pore size). *Here and in Fig. 2, 3: values with significant differences per 
the Mann–Whitney test (р <0.01)
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Через 35 сут нахождения имплантатов под кожей 
мышей наблюдали значимое превышение экспрессии 
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Аналогичного образования активного кислорода 
можно ожидать и в случае превышения экспрессии iNOS 
клетками вокруг фильтров 0,025 мкм на сроке 35 сут.

Цитокины IL-1β и IL-6 считаются главными ме-
диаторами воспаления, влияющими на ключевые па-
раметры онкогенного процесса [3]. Эти цитокины 
участвуют в регуляции многих сигнальных путей, в том 
числе JAK / STAT3, CREB и C / EBPβ, и индуцируют 
экспрессию с-Myc [14–16].

Таким образом, в наших опытах онкогенные филь-
тры с диаметром пор 0,025 мкм показали достоверное 
превышение экспрессии IL-1β по сравнению с фильт-
рами неонкогенными во всех временных точках экс-
перимента. Предшествующие опыты показали, что уже 
через 1,5–3,5 мес после имплантации инициированные 
клетки присутствуют в капсуле вокруг инородного те-
ла и развиваются в опухоли спустя определенный ла-
тентный период при замене канцерогенного инород-
ного тела на неканцерогенное (в том числе это может 
быть миллипоровый фильтр 0,45 мкм), которое ока-
зывается промотором [17]. Из этого следует, что для 
инициации опухоли не требуется длительного времен-
ного периода. Определение значения разницы в экс-
прессии других цитокинов в наших экспериментах 
требует дополнительного изучения.

В 1997 г. M. M. Iomhair и S. M. Lavelle показали, что 
увеличение площади имплантируемых миллипоровых не-
канцерогеннных фильтров с порами 0,45 мкм в 2 и 3 ра-
за (имплантировались двойные и тройные фильтры) 
приводит к образованию опухолей в достаточно боль-
шом количестве (7 / 30 и 16 / 30 соответственно) [18]. 
С учетом наших данных возможна следующая интер-
претация этой работы. Можно допустить, что при уве-
личении площади имплантированных фильтров соот-
ветственно увеличивается количество заселяющих их 
макрофагов. Это, по-видимому, означает соответству-
ющее увеличение дозы экспрессируемых этими клет-

ками цитокинов по крайней мере до уровня одинарных 
канцерогенных фильтров c порами 0,025 мкм в наших 
опытах. В связи с этим можно предположить важность 
уровня экспрессии цитокинов для развития опухолей.

Относительно неканцерогенных фильтров с пора-
ми 0,45 мкм интересно отметить, что для генов Nf-κB1, 
Nf-κB2, Tgf-β, COX-2 (циклооксигеназа 2) на сроке 
160 дней наблюдается обратная зависимость: эти мо-
лекулы экспрессируются значимо сильнее клетками 
вокруг фильтров с порами 0,45 мкм по сравнению 
с 0,025 мкм (табл. 2, см. рис. 3). Этот факт, возможно, 
имеет отношение к промоторным свойствам неканце-
рогенного фильтра.

Nf-κB играет важную роль в патогенезе и прогрессии 
злокачественных опухолей. Другие белки этого семей-
ства могут иметь отличные свойства. Nf-κB2 принима-
ет участие в развитии колита, который потенциально, 
вероятно, может переродиться в колитассоциирован-
ный рак. Мыши Nf-κB2– /– устойчивы к раку, связан-
ному с колитом; развитие колита сопровождается 
меньшим числом полипов по сравнению с мышами 
дикого типа [19]. Есть данные, которые показывают, 
что отдельные белки этого семейства имеют супрес-
сорные свойства, – так, Nf-κB1 прямо супрессирует 
воспаление и рак. Показано, что мыши Nf-κB1– /– 
in vivo проявляют повышенную степень воспаления 
и чувствительность к некоторым формам повреждения 
ДНК, приводящим к раку [20]. Возможно, что повы-
шенная экспрессия этого гена клетками на неонкоген-
ных фильтрах защищает клетки от трансформации.

Tgf-β – многофункциональный регуляторный поли-
пептид. Известно, что он может служить как опухолевым 
супрессором, так и проонкогенным фактором [21, 22].

COX-2 – фермент, участвующий в образовании 
простагландинов из арахидоновой кислоты. К насто-
ящему времени накоплено достаточно данных о вовле-
ченности его в процесс канцерогенеза [23]. Показано 

Рис. 3. Экспрессия цитокинов клетками комплекса «фильтр–капсула» 
через 160 сут после имплантации миллипоровых фильтров с разными 
размерами пор (7 фильтров 0,45 мкм и 8 фильтров 0,025 мкм)
Fig. 3. Cytokine expression by cells of the “filter–capsule” complex 160 days 
after implantation of millipore filters with varying pore sizes (7 filters with 
0.45  μm pores and 8 filters with 0.025 μm pores)
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Рис. 2. Экспрессия цитокинов клетками комплекса «фильтр–капсула» 
через 35 сут после имплантации миллипоровых фильтров с разными 
размерами пор (11 фильтров 0,45 мкм и 12 фильтров 0,025 мкм)
Fig. 2. Cytokine expression by cells of the “filter–capsule” complex 35 days 
after implantation of millipore filters with varying pore sizes (11 filters with 
0.45 μm pores and 12 filters with 0.025 μm pores)
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Таблица 2. Различия в экспрессии цитокинов на канцерогенных и неканцерогенных фильтрах при имплантации под кожу мышам

Table 2. Differences in cytokine expression on cancerogenic and non-cancerogenic filters after subcutaneous implantation in mice

Время нахождения фильтров 
под кожей, сут 

Time of filters being under skin, days
IL-1β iNOS Tnf-α Nf-κB1 Nf-κB2 Tgf-β COX-2 IL-6 IL-10

8 +  – + / –  –  –  –  –  –  – 

35 + + +  –  –  –  – +  – 

160 +  –  – * * * *  –  – 

*Значимая разница, где экспрессия на фильтре 0,45 мкм превышает экспрессию на фильтре 0,025 мкм; (+) – значимая 
разница, где экспрессия на фильтре 0,025 мкм превышает экспрессию на фильтрах 0,45 мкм; (–) – нет значимых различий. 
*Significant difference with expression on the 0.45 μm filter being higher than on the 0.025 μm filter; (+) – significant difference with expression on the 
0.025 μm filter is higher than on the 0.45 μm filter; (–) – no significant difference.
Примечание. Для определения достоверности различий экспрессии цитокинов между клетками на фильтрах пользовались 
автоматическим расчетом U-критерия Манна–Уитни. 
Note. Significance of differences in cytokine expression in cells on filters was determined using automatic calculation of the Mann–Whitney U test.

защитное действие ингибиторов COX-2 в колитассо-
циированном опухолегенезе и при ряде других лока-
лизаций [24].

Заключение
Мы полагаем, что эффект различной экспрессии 

цитокинов, индуцированной разными фильтрами, свя-
зан в наших экспериментах с размерами пор имплан-
тированных нитроцеллюлозных фильтров, с которыми 
взаимодействуют и на которые реагируют макрофа-
гальные клетки. От свойств имплантированного мате-
риала зависит уровень экспрессии продуктов. Сходная 
картина наблюдалась в работе W. G. Brodbeck и соавт., 

где показаны различия в уровнях экспрессии ряда 
цитокинов лейкоцитами на поверхности имплантов 
различного качества [25]. Импланты из одного и того 
же биоматериала различались только модифицирован-
ными поверхностями (гидрофильные, гидрофобные, 
анионные и катионные). В нашем случае возможность 
или невозможность образования клетками отростков, 
инвазирующих поры фильтра, может влиять на уровень 
экспрессии цитокинов.

Таким образом, мы имеем дело с 2 видами хрони-
ческого воспаления разного свойства: злокачествен-
ного и доброкачественного, механизмы которых ну-
ждаются в дальнейшем изучении.
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