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Wykaz skrotow

ADAM z ang. a disintegrin and
metalloprotease domain

Akt inaczej z ang. protein kinase B kinaza biatkowa B

PKB

BAP1 z ang. BRCA1 associated protein-1 biatko-1 powigzane z BRCA1

BMI z ang. Body mass index indeks masy ciala

CCL z ang. chemokine (C-C motif) ligand | ligand chemokiny (motyw C-C)

ccRCC z ang. Clear cell renal cell carcinoma | jasnokomorkowy rak nerki

CT z ang. computer tomography tomografia komputerowa

CTGF z ang. connective tissue growth czynnik wzrostu tkanki tgcznej
factor

Cul-2 z ang. cullin 2

CXCR z ang. C-X-C motif chemokine receptor chemokin C-X-C
receptor

Dntp z ang. deoxynucleotides deoksynukleotydy

EGF z ang. Epidermal growth factor naskorkowy czynnik wzrostu

ERK z ang. extracellular signal-regulated
kinases

FGF z ang. fibroblast growth factor czynnik wzrostu fiborblastow

GAPDH z ang. glyceraldehyde 3-phosphate gen dehydrogenazy aldehydu 3-
dehydrogenase fosfoglicerynowego

G-CSF z ang. granulocyte colony- czynnik stymulujacy tworzenie
stimulating factor kolonii granulocytow

Glutl z ang. glucose transporter 1 transporter glukozy 1

GM-CSF z ang. granulocyte macrophage czynnik stymulujacy tworzenie
colony-stimulating factor kolonii granulocytow i

makrofagow

HCAM, CD44 | z ang. homing cell adhesion
molecule

HIF z ang. hypoxia-inducible factor czynnik indukowany hipoksja




IARC z ang. International Agency for Miedzynarodowa Agencja Badan
Research on Cancer nad Rakiem

IFN-a z ang. interferon o interferon o

IGF z ang. Insulin-like growth factor insulinopodobny czynnik wzrostu

IGFBP-3 z ang. Insulin-like growth factor- biatko wigzace IGF 3
binding protein

IL z ang. interleukin interleukina

IL-1ra z ang. interleukin 1 receptor antagonista receptora interleukiny
antagonist a la

IL-6R z ang. interleukin-6 receptor receptor transbtonowy

interleukiny 6

IP-10/ z ang. interferon-inducible protein biatko indukowane interferonem

CXCL10 10/ C-X-C motif chemokine ligand gamma 10
10

ISUP z ang. International Society of Mig¢dzynarodowe Towarzystwo
Urological Pathology Patologii Urologicznej

KDM5C z ang. Lysine-specific demethylase demetylaza specyficzna wobec
5C lizyny 5C

L1-CAM z ang. L1 cell adhesion molecule czasteczka adhezyjna komoérek L1

MCP-1 z ang. monocyte chemoattractant biatko chemotaktyczne
protein 1 monocytow 1

MDSC z ang. myeloid-derived suppressor komorki surpresorowe
cells pochodzace z mieloidu

MEK/MAPK | z ang. mitogen-activated protein kinazy biatkowe aktywowane
kinases mitogenem

MIP-1 z ang. macrophage inflammatory biatko zapalne makrofagow 1
protein 1

MRI z ang. Magnetic resonance imaging rezonans magnetyczny

mTOR z ang. mammalian target of ssaczy cel rapamycyny
rapamycin kinase

NCAM, CD56 | z ang. neural cell adhesion molecule | czasteczka adhezyjna komorek

nerwowych




NF-xB z ang. nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells
PBRM1 z ang. protein polybromo-1 biatko polibromo-1
PDGF-BB z ang. platelet-derived growth factor | ptytkowy czynnik wzrostu
PI3K z ang. phoshoinositide 3-kinase 3-kinaza fosfoinozytydowa
PKC z ang. protein kinase C kinaza biatkowa C
RAF z ang. rapidly accelerated proto-onkogenna kinaza serynowa
fibrosarcoma / treoninowo-biatkowa
RANTES/ z ang. regulated on activation,
CCL5 normal T-cell expressed and
secreted/ C-C motif chemokine
ligand 5
RCC z ang. renal cell cancer rak nerkowokomorkowy/
rak nerki
RM z ang. Renal masses masy nerkowe
RPL30 z ang. ribosomal protein 130 gene gen biatka rybosomalnego 130
SETD2 z ang. SET domain containing 2 gen SET zawierajacy domeng 2
sIL-6R z ang. soluble interleukin-6 receptor | rozpuszczalny receptor
transbtonowy interleukiny-6
STAT3 z ang. signal transducer and activator
of transcription 3
TAM z ang. tumor associated macrophage | makrofagi zwigzane z
nowotworem
TGF-a z ang. transforming growth factor transformujacy czynnik wzrostu
alpha alfa
TNF-a z ang. tumor necrosis factor a czynnik martwicy nowotworow
alfa
UsS z ang. ultrasonography ultrasonografia
VCAM1 z ang. Vascular Cell Adhesion naczyniowe biatko adhezyjne
Molecule 1 komorek
VEGF z ang. Vascular endothelial growth czynnik wzrostu $rodblonka

factor

naczyniowego




VEGFR z ang. Vascular endothelial growth ligand czynnik wzrostu
factor receptor sroédbtonka naczyniowego

VHL z ang. VVon Hippel Lindau zespot von Hippla-Lindau

VHL z ang. von Hippel Lindau gene gen von Hippla-Lindau

WHO z ang. World Health Organization Swiatowa Organizacja Zdrowia
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1. Wstep

Na podstawie statystyk z 2018 roku nowotwory byly druga najczestsza przyczyng
zgonow na $wiecie i odpowiadaly za okoto 9,6 miliona przypadkow $miertelnych (1). Na catym
$wiecie okoto jeden na szes¢ zgondw jest spowodowanym nowotworem.

Jedna z najwazniejszych cech okreslajacych nowotwor jest niepohamowane tworzenie si¢
nieprawidlowych komoérek. Nowotwor powstaje w wyniku transformacji zdrowych komorek
do komorek nowotworowych, W Wieloetapowym procesie. Zmiany te sg wynikiem interakcji
miedzy czynnikami genetycznymi danej osoby, a trzema kategoriami czynnikow
zewngtrznych, w tym:

» fizycznymi czynnikami rakotworczymi;

* chemicznymi czynnikami rakotworczymi;

* biologicznymi czynnikami rakotworczymi.

WHO (z ang. World Health Organization), za posrednictwem Mi¢dzynarodowej Agencji Badan
nad Rakiem (International Agency for Research on Cancer - IARC), utrzymuje klasyfikacje¢

czynnikow rakotworczych przedstawionych powyzej (1).

1.1. Epidemiologia nowotworow ztosliwych nerki

W 2018 roku rak nerki (rak nerkowokomorkowy, z ang. renal cell carcinoma - RCC)
byl szesnastym najcze$ciej wystgpujagcym nowotworem, dziewigtym u mezczyzn
i siedemnastym u kobiet na catym $wiecie (2). Rak nerki wystepuje czgsciej u mezczyzn niz u
kobiet (okoto 1,5 : 1), najczesciej pomiedzy 60-70 rokiem zycia, rzadko wystgpuje u dzieci (3).
Najwyzsze wskazniki zapadalno$ci mozna odnotowa¢ w Republice Czeskiej. Podwyzszone
wskazniki wystepuja réwniez w pdinocnej 1 wschodniej Europie, Ameryce Potnocnej
1 Australii. Niskie wskazniki zapadalnosci rejestruje si¢ w duzej czgsci Afryki 1 wschodniej Azji
(4). Wskaznik liczby ofiar Smiertelnych jest nizszy w krajach wysoko rozwinigtych (ogdlny
wskaznik $miertelnosci do zapadalno$ci: 0,4) niz w krajach o niskim lub $rednim poziomie
rozwoju spolecznego (ogdlny wskaznik $miertelnosci do zapadalnosci: 0,5). Wskazniki
zachorowalno$ci 1 umieralnosci rosng w wielu krajach bedacych na réznych poziomach
rozwoju spotecznego (5).

Na podstawie danych sporzadzonych przez Krajowy Rejestr Nowotworow, najwicksza liczbe

zachorowan oraz zgonow, spowodowanych nowotworem nerki w latach 1999-2016,
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odnotowano w Polsce w wojewodztwie Slaskim, zas najmniejsza w Lubuskim (rycina 1, rycina
2). Trendy czasowe od roku 1999 do 2016 roku wskazuja na to, ze liczba zachorowan w Polsce
ro$nie, jednak liczba przypadkéw smiertelnych spada co moze by¢ spowodowane wezesniejsza

diagnoza raka nerki oraz wprowadzaniem coraz lepszych terapii (6).

Liczba zachorowan

Lubuskie m——— 1627
Opolskie mmE———— 204
Swietokrzyskie I 2258
Podlaskie ma———— 2261
Warminsko-Mazurskie I 2573
Zachodniopomorskie nEEEEEEE—————— 3016
Podkarpackie IS 4090
Lubelskie mo—————— 4617
Kujawsko-Pomorskie nEmmammmes 4956
Pomorskie IS 5068
todzkie I 5117
Dolnoslgskie mEEEEEEEEEEE—— 6011
Matopolskie T 7026
Wielkopolskie I 7036
Mazowieckie I 3404
Slgskie I 9055

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000

Rycina 1. Wykres liczby zachorowan w Polsce w poszczegblnych wojewodztwach na nowotwor ztosliwy nerki
za wyjatkiem miedniczki nerkowej w latach 1999-2016 u kobiet i me¢zczyzn od 0 do 85+ lat
w wojewodztwach w Polsce przygotowany na podstawie raportow z Krajowego Rejestru Nowotworow (6).

Liczba zgondw

I 1086
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e 662
Zachodniopomorskie meeEEe—————— 1841
I 2219
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I 0416
Pomorskie mEEEEEssssSSSSSSSS———— 2530
I 0305
Dolnoslgskie mEEEEEEESSSSESSSSS——— 3463
e 3601
Wielkopolskie mee———ssssssss——— 3093
e 5866
Slaskie A 6020

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
Rycina 2. Wykres liczby zgonéw w Polsce w poszczegdlnych wojewodztwach na nowotwor ztosliwy nerki za

wyjatkiem miedniczki nerkowej w latach 1999-2016 u kobiet i mezczyzn od 0 do 85+ lat w wojewodztwach w
Polsce przygotowany na podstawie raportow z Krajowego Rejestru Nowotwordw (6).



1.2. Etiologia raka nerki

Palenie tytoniu wzmaga ryzyko raka nerki. Prawdopodobienstwo zachorowania
na nowotwor nerki ro$nie wraz z liczbg wypalanych papierosow. Ryzyko spada w pigcioletnim
okresie po zaprzestaniu palenia (7,8). Prospektywne badania, poréwnujace zwigzek miedzy
paleniem, a podtypami RCC wykazaly, ze najczegstszym podtypem raka nerki u palaczy byt
jasnokomorkowy (23%) i brodawkowaty RCC (26%). Rzadziej spotykane byty tagodne zmiany
histologiczne (14%) i chromofobowy RCC (6%) (9).

Istniejg istotne dowody na to, ze otluszczenie ciata jest rowniez jedng z wazniejszych przyczyn
wystepowania raka nerki. Nadwaga, a w szczeg6lnosci otylos¢, jest czynnikiem ryzyka raka
nerki u obu pici (10). Udziat wszystkich przypadkéw RCC przypisywanego nadwadze
i otylosci, oszacowano na okoto 40% zar6wno W Stanach Zjednoczonych i w krajach
europejskich (11,12). Otylos¢, ktéra u dorostych jest okreslana przez WHO, jako wskaznik
masy ciata (z ang. body mass index - BMI) >30 kg/m?, zwicksza ryzyko RCC zaréwno
umezczyzn, jak i u kobiet. Czesto$é wystepowania nadwagi (BMI >25 do <30kg/m?)
oraz otytosci wzrosta w ostatnich trzech dekadach, szczegdlnie w krajach rozwinigtych.
W Stanach Zjednoczonych ponad jedna trzecia dorostych i prawie 17% dzieci i nastolatkow
jest otyta. Rosngca czestos¢ wystepowania otytosci prawdopodobnie przyczynia si¢ do coraz
czgstszego wystgpowania raka nerkowokomorkowego. Otyto§¢ moze wywotywac uszkodzenie
nerek i niedotlenienie tkanki, ktore moga predysponowaé do powstawania nowotworu (9).
Czes¢ badan kliniczno-kontrolnych wspiera tez¢ o pozytywnym zwigzku miedzy spozyciem
czerwonego migsa, a ryzykiem wystepowania raka nerki. Zwigkszone ryzyko tego nowotworu
przypuszczalnie wynika z wysokiej zawartosci tluszczu 1 biatka w migsie. Czg$¢ badaczy
stwierdzita ochronny wplyw warzyw 1 owocéw. Jednak zwigzki migsa i owocow
ze zwigkszonym lub zmniejszonym ryzykiem raka nerki sg kwestig kontrowersyjng (13).
Analizy 13 prospektywnych badan z Ameryki Potnocnej 1 Europy nie wykazalty zwigzku
migdzy spozyciem czerwonego migsa, przetworzonego migsa, drobiu lub owocdéw morza,
a ryzykiem raka nerkowokomorkowego (13,14).

Otylo$¢ z potaczonymi zaburzeniami endokrynologicznymi, takimi jak obniZzone poziomy
globuliny wigzacej hormon ptciowy 1 progesteron, insulinooporno$¢ i zwigkszony poziom
czynnikow wzrostu (takich jak insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (z ang. insulin-like growth
factor - IGF-1), moga przyczynia¢ si¢ do powstawania nowotworéw nerek. Hormony

steroidowe narzadow pitciowych takze moga wptywaé na proliferacj¢ komoérek nerkowych,
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poprzez bezposrednie dzialanie z udzialem receptorow wewnatrzwydzielniczych. Estrogeny
moga by¢ jednak zaangazowane w mechanizm indukujacy RCC u 0s6b z nadwagg i otytoscia.
W kilku badaniach kohortowych odnotowano istotnie zwickszong czgsto$¢ wystepowania raka
nerki wsrdd pacjentow z cukrzycg. Jednak cukrzyca moze nie by¢ niezaleznym czynnikiem
ryzyka z powodu silnych zwigzkow z otytoscig i nadcisnieniem (15). Podwyzszony poziom
czynnikow wzrostu, ich receptoréw oraz insuliny moze posredniczy¢ w mozliwym zwigzku
miedzy cukrzyca a rakiem nerki.

Czestos¢ wystepowania raka nerki jest znacznie zwigkszona u pacjentow ze schytkowsa
niewydolnoscig nerek (3-7%) (16). Rak nerki wystepujacy w schytkowej niewydolnosci nerek
charakteryzuje si¢ specyficznymi cechami odrézniajacymi od Klasycznego raka nerki
m.in. mniejsza wielko$cig guza, mniejszg czgstos$cig przerzutdw oraz rzadkim wystgpowaniem
komoérek nowotworowych o klarownej cytoplazmie u oséb ze schytkowa niewydolnoscia
nerek. Uwaza si¢, ze brodawkowaty rak nerki jest najczestszym podtypem w schytkowe;j
niewydolnosci nerek (17). Obecnie RCC zwigzany z nabytg torbiclowatg chorobg nerek,
ktéra najczg$ciej rozwija sie¢ u pacjentdow poddawanych dhugoterminowej hemodializie z
powodu schytkowej niewydolnosci nerek, jest uwazany za swoj wlasny podtyp histologiczny,
ale u innych podtypéw (rak jasnokomorkowy, brodawkowaty i chromofobowy nerek) réwniez
wystepuja torbiele. Potencjalnie torbiele hiperplastyczne nerki sg zmianami prekursorowymi
niektorych z typéw nowotworow nerek (18).

Czestos¢ wystepowania RCC jest znacznie zwigkszona u os6b z historia nadci$nienia
tetniczego, ktora jest niezalezna od pici, BMI, otytosci i palenia tytoniu (19). Stosowanie lekow
hipertensyjnych, w tym diuretykow, wiaze si¢ dodatkowo z podwyzszonym ryzykiem.
Mechanizm biologiczny dla tej zaleznosci réwniez nie jest dobrze poznany. Cze$é
farmaceutykow zostata powigzana ze zwickszonym ryzykiem nowotworéw nerek. Srodki
przeciwbolowe zawierajace fenacetyn¢ sa zaangazowane w rozwdj raka urotelialnego
miedniczek nerkowych. Kilka badan wykazato podwyzszone ryzyko raka nerki z dtugotrwatym
stosowaniem fenacetyny (20). Wsrdéd innych lekow przeciwbdlowych, w niektorych
przypadkach stwierdzono zwigzek migdzy czestym stosowaniem paracetamolu, ktory jest
metabolitem fenacetyny, a ryzykiem zdiagnozowania raka nerki. Istnieje rowniez potencjalne
ryzyko rozwoju tego nowotworu u osob stosujacych inne niz aspiryny, niesteroidowe leki
przeciwzapalne (np. ibuprofen badz naproksen). Co ciekawe, stosowanie aspiryny
i acetaminofenu nie wigze si¢ z ryzykiem raka nerkowokomorkowego (21).

RCC nie jest uwazany za nowotwor zwigzany z ekspozycja na czynniki kancerogenne podczas

pracy. Pomimo to zostalo potwierdzone, ze narazenie na rakotworcze zwigzki arsenu
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w procesach przemystowych lub przez wodg pitng zwigksza ryzyko raka nerki o 30% (22,23).
Kilka innych chemikaliow $srodowiskowych zostato potraktowanych jako mozliwe czynniki
rakotworcze dla nerki, ale ostateczne dowody nie zostaly ustalone. Naleza do nich azbest,
kadm, benzyna i inne produkty naftowe, otow, pestycydy i toksyny grzyboéw. Do czynnikow
powodujacych raka nerki zostal takze zakwalifikowany trichloroetylen bedacy
rozpuszczalnikiem dawniej szeroko stosowanym jako odtluszczacz oraz dodatek chemiczny
(24,25). Metaanaliza zwigzku migdzy ekspozycja na trichloroetylen i jasnokomoérkowym
rakiem nerki wykazata istotne wzgledne ryzyko wystgpienia tego raka (26). IARC
zaklasyfikowat trichloroetylen do Grupy 1 czynnikoéw rakotworczych dla ludzi. Przypisanie do
tej grupy czynnikow zostalo potwierdzone danymi epidemiologicznymi, a takze
rakotworczoscig rozpuszczalnika zarowno u szczurdéw, jak i myszy. Biotransformacja
trichloroetylenu zostata dobrze scharakteryzowana u ludzi i zwierzat, zachodzi gtéwnie poprzez
metabolizm oksydacyjny przez enzymy cytochromu P450, powodujac generowanie
genotoksycznych metabolitow (27).

Okoto 2-3% wszystkich RCC jest dziedzicznych, opisano kilka autosomalnych zespotow
dominujacych, z ktorych kazdy ma odrebne podstawy genetyczne i fenotyp, a najczgstszym jest
choroba von Hippel-Lindau. Pacjenci z mnogimi i obustronnymi zmianami i / lub innymi
pokrewnymi chorobami powinni by¢ badani pod katem mutacji linii germinalnej, poniewaz

wazne jest, aby zostali wczes$nie rozpoznani w kierunku raka nerki (28).

1.3. Rozpoznanie

Wielu pacjentow z masami nerkowymi (z ang. renal masses - RM) nie wykazuje
objawow do pdznych stadiow nowotworu. Obecnie wiecej niz 60% RCC wykrywane jest
przypadkowo za pomocg ultrasonografii jamy brzusznej (z ang. ultrasonography - US)
lub tomografii komputerowej (z ang. computer tomography - CT) wykonanej z innych
przyczyn. Klasyczna triada - bol boczny, krwiomocz i wyczuwalna masa brzuszna - jest dzi$
rzadka i koreluje z zaawansowaniem choroby i podtypami zwigzanymi ze ztym rokowaniem
(3,28,29). Zespoty paraneoplastyczne jak hiperkalcemia, gorgczka o nieznanej przyczynie,
erytrocytoza 1 zespot Stauffera (objawy cholestazy niezwigzane z naciekiem guza watroby
lub wrodzong chorobg watroby, ktore zwykle ustepuja po resekcji guza nerki) wystepuja
u okoto 30% pacjentow z objawowymi RCC (28). U mniej niz 10% pacjentow wystepuja
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objawy wywotane przez przerzuty RCC takie jak bol kosci, pogorszenie stanu sprawnosci
lub uporczywy kaszel (30).

Przy podejrzeniu RCC powinny zosta¢ wykonane badania laboratoryjne ilosci leukocytow
i ptytek krwi, stosunku limfocytow do neutrofilow, stezenia kreatyniny, hemoglobiny,
dehydrogenazy mleczanowej, biatka C-reaktywnego 1 wapnia w surowicy. Niektore z tych
testOw maja znaczenie prognostyczne i s wykorzystywane do oceny ryzyka w réznych
prognostycznych systemach punktacji (28).

CT, US i rezonans magnetyczny (z ang. magnetic resonance imaging - MRI) to metody
obrazowania stosowane do wykrywania i charakteryzowania RM. RM mozna sklasyfikowac
jako state lub torbielowate na podstawie wynikow obrazowania. Przy stalych RM,
najwazniejszym kryterium réznicowania zmian nowotworowych jest obecno$§¢ wzmocnienia
kontrastu lub jego ograniczenia (3,28). Jednak CT i MRI nie naleza do wiarygodnych metod
mogacych odrézni¢ onkocytome od beztluszczowego naczyniaka z nowotworami nerki.
Pozytronowa tomografia emisyjna nie jest obecnie standardowym badaniem, chociaz pierwsze
badania donosza iz moze by¢ cennym narzedziem w wykrywaniu przerzutow lub nawrotéw
zmian u pacjentow z RCC (3,31). U chorych na RCC badanie CT Klatki piersiowej jest
najdoktadniejszym badaniem w diagnostyce przerzutow do phluc lub powigkszonych weztow
chlonnych $rodpiersia. Poniewaz wigkszo$¢ przerzutow do kosci 1 moézgu ma charakter
objawowy w momencie rozpoznania, obrazowanie kosci lub mozgu wykonuje si¢ na podstawie
wskazania lekarskiego. W przypadku masy torbielowatej nerek, klasyfikacja Bosniaka
rozroznia pie¢ kategorii w oparciu o prezentacj¢ CT, moze przewidywac ryzyko zto§liwosci
i dostarcza wskazowek dla prowadzenia pacjenta. MRI wykazuje wyzszg czulo$¢ i swoisto$é
niz CT, jest tez zalecany do oceny niejasnych zmian torbiclowatych, zwlaszcza torbieli
Bosniaka 111 kategorii. Torbiele Bo$niaka I, II, IIF, IIT i IV kategorii sg ztosliwe w okoto,
odpowiednio: 0%, 0%, 10%, 50% i1 100% przypadkow leczonych chirurgicznie. Ostrozna
kontrola torbieli Bosniaka 111 kategorii jest rozsadna opcja dla przysztego leczenia (3).
Biopsja guza nerki dostarcza histopatologicznego potwierdzenia ztosliwosci. Jest badaniem
o wysokiej czuto$ci 1 swoistos$ci, szczegdlnie zalecanym przed leczeniem ablacyjnym, a takze
u pacjentow z chorobg przerzutowa, przed rozpocze¢ciem leczenia ogdlnoustrojowego.
Komplikacje takie jak krwawienie lub wysiewanie guza sa bardzo rzadkie. (32), podczas gdy
doktadno$¢ diagnostyczna pozostaje wysoka (33). Ostateczne rozpoznanie histopatologiczne,

klasyfikacja i ocena czynnikow prognostycznych sg oparte na probce z nefrektomii.
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1.4. Histopatologia i klasyfikacja raka nerki

Nowotwory nerki obejmuja szerokie spektrum jednostek histopatologicznych
opisanych wg klasyfikacji WHO w 2016 (4). Mig¢dzy podtypami RCC istnieja réznice w stopniu
zaawansowania nowotworu i przezycia specyficznego dla nowotworu, ktore maja wplyw
na jego rokowanie. Rozpoznanie histologiczne obejmuje, oprocz typu RCC, ocene cech jadra,
jaderek, cech sarkomatoidalnych, inwazj¢ naczyniowa, martwice nowotworu, gromadzenia si¢
tluszczu okotonaczyniowego oraz stan weztow chlonnych. Zréznicowanie sarkomatoidalne
mozna znalez¢é we wszystkich podtypach RCC, okre$la ono guzy o wysokim stopniu
zto§liwosci 1 bardzo agresywne. Czteropoziomowy system oceniania WHO / ISUP (z ang.

International Society of Urological Pathology) zastapit system klasyfikacji Fuhrman’a (34).

1.4.1. Jasnokomorkowy rak nerki

Jasnokomoérkowy rak nerki (z ang. clear cell renal cell carcinoma — ccRCC) dawniej
zwany gruczolakorakiem jasnokomorkowym nerki badZ guzem Grawitza jest morfologicznie
niejednorodng grupg ztosliwych nowotworow, skladajacych si¢ z komorek z klarowng lub
eozynofilowa cytoplazma. cCRCC stanowi 65-70% wszystkich rakow nerek (4). Okoto 60-80%
przypadkéow cCRCC zostaje wykryta przypadkowo podczas badania US, CT lub MRI.
Najczegstsze objawy raka nerki (w objawowych przypadkach) to krwiomocz i bol w okolicy
ledzwiowej. Utrata masy ciata i gorgczka wystepuja w poznych stadiach nowotworu. ccRCC to
zazwyczaj samotne guzy korowe, ktore wystepujg rownie czg¢sto w obu nerkach, jednak
wieloogniskowo$¢ 1/lub obustronno$¢ wystepuja w mniej niz 5% przypadkow.
Wieloogniskowos$¢, obustronno$¢ 1 wezesny wiek zachorowania sg typowe dla dziedzicznych
zespotdow nowotworowych, takich jak zespot von Hippel-Lindau (35). Guzy te sg zwykle
guzami kulistymi wystajacymi z kory nerkowej. Granica z nerkg jest wyrazna, odznaczona
charakterystyczng pseudotorebka. Guzy moga by¢ bardzo duze. Wykrywanie malych zmian
wzrasta w krajach, w ktorych procedury radiologiczne sg szeroko stosowane. Mozna zauwazy¢
wrastanie do zatoki 1 zyly nerkowej, szczegOlnie w przypadku duzych guzow. ccRCC
sg zazwyczaj ztocistozolte, ze wzgledu na wysoka zawartos¢ lipidow w ich komorkach. Cysty,
martwica 1 ogniska krwotoczne sg rownie czgste. W niektorych przypadkach moze wystapic¢
zwapnienie i kostnienie. ccRCC najczesciej przerzutuje przez zyly zatoki nerkowej, zyly

nerkowe 1 zyly wewngtrzne, co prowadzi do rozwoju przerzutow do phluc (36,37).
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Najczestszymi miejscami przerzutdéw CCRCC sg ptuca (45%), kosci (30%) oraz wezty chtonne
(22%). Przerzuty do watroby odnotowano u 20% pacjentow, a przerzuty do nadnerczy u 9%
pacjentéw. Przerzuty do mozgu réwniez wystepuja u okoto 9% pacjentow (38).

Rak jasnokomoérkowy nerki jest najbardziej roznorodnym typem RCC pod wzgledem budowy
komorki. Cytoplazma komorek ccRCC jest zwykle wypelniona lipidami 1 glikogenem, ktore
sa rozpuszczane przez rutynOwe przetwarzanie histologiczne tworzac wyrazna, klarowna
cytoplazme. Jednakze, obecno$¢ klarownych komorek nie jest unikalna dla ccRCC, mozna
je takze zaobserwowa¢ w papilarnym RCC, chromofobowym RCC i RCC zwigzanym
z translokacja czynnikéw transkrypeyjnych z rodziny MiT (39). Wiele ccRCC zawiera komorki
z cytoplazmg eozynofilowa. Jest to szczegdlnie powszechne w guzach o wysokim stopniu
zto§liwosci 1 sgsiadujacych z obszarami martwicy lub krwawienia. W dobrze zachowanych
preparatach, jadra wydaja si¢ okragte z rownomiernie roztozong chromatyng. Jadro moze by¢
niepozorne i mate badz duze 1 wyrazne. Czasami mogg wystepowac nietypowe jadra lub bardzo
duze jadra pozbawione jaderek (40,41).

Przyktadowe preparaty histologiczne ccRCC w rdéznym stopniu zaawansowania zostaty

przedstawione na rycinie 3 (42).
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Rycina 3. Przyktady obrazow histopatologicznych ccRCC: a) stopief 1 ccRCC; b) stopieni 2 ccRCC; c¢) stopien 3 ccRCC; d) stopien 4 ccRCC (42).
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Wigkszos¢ ccRCC wigze si¢ z niewielkg reakcjg zapalng; niezbyt czgsto wystepuje naciek

intensywnie limfocytarny lub neutrofilny (43).

1.4.2. Rokowanie i czynniki prognostyczne

Rokowanie u pacjentow z ccRCC jest najdoktadniej prognozowane na podstawie
badania patomorfologicznego (44). Wsr6d nowotworéw tego samego stadium parametry
prognostyczne to: stopien zlosliwosci guza, obecno$¢ martwicy oraz rdéznicowanie
sarkomatoidalne i rabdoidalne (45). Zréznicowanie sarkomatoidalne i rabdoidalne w ccRCC
jest zwigzane ze ztym rokowaniem; 5-letnie przezycie dla pacjenta z nowotworem ze zmianami
sarkomatoidalnymi wynosi 15-22%. Obecno$¢ martwicy guza ma niezalezne znaczenie
prognostyczne (45). Ogo6lnie, martwica guza wigksza niz 10% catkowitej jego objetosci jest
zwigzana z mniej korzystnym rokowaniem. W przypadku guzéw stopnia 1 i 2 wg TNM
objetos¢ martwicy nie moze przekracza¢ 20% jego calkowitej objetosci (46). System
klasyfikacji c¢ccRCC, jak opisano wczesniej, powinien jednak opiera¢ si¢ na systemie
zaproponowanym przez WHO/ISUP.

Biomarkery immunohistochemiczne i molekularne byly szeroko badane jako potencjalne
czynniki prognostyczne dla ccRCC, ale nie sg one rutynowo stosowane w praktyce klinicznej,

poniewaz posiadajg one ograniczong swoisto$¢ w stosunku do komorek nerki (47).

1.4.3. Podstawy molekularne ccRCC

Wraz z rozwojem technologii sekwencjonowania, wiele badan skupito sie¢
na mechanizmie molekularnym nowotwordéw. Istniejag dowody na to, Zze niektore wazne geny
odgrywaja kluczowe role w nowotworze ccRCC, takie jak czeste mutacje lub metylacja genu
supresorowego guza VHL oraz czeste mutacje genéw PBRML1 (z ang. protein polybromo-1),
BAP1 (z ang. BRCAL associated protein-1), SETD2 (z ang. SET domain containing 2)
i KDM5C (z ang. lysine-specific demethylase 5C) (48,49).

Gen VHL zostat pierwotnie zidentyfikowany jako gen odpowiedzialny za zespot
predysponujacy z cCRCC - von Hippel-Lindau. Funkcja genu VHL zostata szeroko opisana. Jest
to maty gen, ktory koduje 854 nukleotydow na trzech eksonach i jest odpowiedzialny za
kodowanie biatka VHL. Biatko VHL tworzy kompleks z biatkami - elonging C i B, Cul-2
(z ang. cullin 2) i celuje w podjednostki alfa m.in. HIF (z ang. hypoxia-inducible factor) -1a

i HIF- 2a. Jednak takie geny jak GLUTL1 (z ang. glucose transporter 1 - czynnik transportujacy
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glukoze), czynnik wzrostu srédbtonka naczyniowego (z ang. vascular endothelial growth factor
- VEGF), naskorkowy czynnik wzrostu (z ang. epidermal growth factor - EGF) oraz
transformujacy czynnik wzrostu alfa (z ang. transforming growth factor alpha - TGF-a)) rowniez
biorg udzial w regulacji HIF. Ekspresja tych genéw wzrasta w raku jasnokomorkowym po
inaktywacji genu VHL (50).

Geny VEGF, biorace przede wszystkim udziat w limfoangiogenezie, sa najchetniej badanymi,
a przez to najlepiej poznanymi genami. Maja duze znaczenie w rozwoju nOwWotworow oraz
tworzeniu przerzutow do weztow chtonnych. Najlepiej zwalidowany uklad molekularnej
sygnalizacji  limfoangiogenezy  guza, obejmuje  wydzielanie biatka VEGF-C
I VEGF-D, ktoére indukuja wzrost naczyn limfatycznych, poprzez aktywacj¢ ich liganda
VEGFR-3 (z ang. vascular endothelial growth factor receptor), ktory jest zlokalizowany
na powierzchni limfatycznych komorek $rodbtonka. Szereg badan eksperymentalnych
na modelach zwierzgcych wykazal, ze 0§ VEGF-C/VEGF-D/VEGFR-3 moze promowaé
limfoangiogeneze guza i przerzuty komorek nowotworowych do uktadu limfatycznego, przez
wzmaganie limfatycznego wzrostu komorek srodbtonka i migracji (51). Dane literaturowe
dotyczace ekspresji VEGF-C w ccRCC sa kontrowersyjne, gldwnie sugeruja, ze VEGF-C
odgrywa niewielka rolg w progresji RCC. Cze$¢ badan wykazata, ze VEGF-C i VEGFR-3,
ulegaja ekspresji w normalnych tkankach nerki 1 raka nerkowokomoérkowego, chociaz wzrost
ekspresji VEGF-C i VEGFR-3 nie jest znaczgco wyzszy W nowotworze, w poroéwnaniu
z prawidlowg tkankg nerek. Ponadto, ekspresja VEGF-C i VEGFR-3 nie roznita si¢ pomigdzy
najczestszymi podtypami ccRCC i papilarnym RCC i nie miata korelacji z parametrami
kliniczno-patologicznymi, takimi jak stopien lub rozmiar nowotworu (52). Z drugiej strony
ostatnie badania sugeruja, ze rozproszony VEGFC w barwieniach cytoplazmatycznych
korelowal ze znacznie krotszym catkowitym czasem przezycia pacjentow z ccRCC, sugerujac
aktywacje roznych mechanizmoéw w postepie tego guza (53).

TGF-a i EGF z kolei sg regulowane przez inne biatka m.in. biatka ADAM (z ang. a disintegrin
and metalloprotease domain). Geny z tej rodziny sa rOwniez zaangazowane w adhezje komorek
i sygnalizacj¢ komorkowsa. Inna funkcja biatek ADAM polega na ich zdolno$ci do dziatania
jako ligandy dla integryn, poprzez konkurowanie z innymi biatkami macierzy. Ludzki genom
zawiera 21 biateck ADAM oraz 4 pseudogeny. 13 z bialeck ADAM wykazuje aktywno$é
proteolityczng np. ADAM 8, 9, 10, 12, 15, 17, 19, 28, 33 za$ osiem - nie proteolityczna. Ponadto
ostatnie badania wykazaly, ze kilka bialek z tej rodziny jest silnie eksprymowanych
w komorkach nowotworowych, chociaz informacje na temat funkcji ADAM w guzach sa nadal

ograniczone (54,55). Kilka proteolitycznych biatek ADAM, w tym ADAMS8, ADAMDY,
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ADAM12, ADAM15, ADAM17, ADAM19 i ADAM28, ulega nadekspresji w guzach ludzkich
I sa zwigzane ze wzrostem i progresja guza. Proteolityczne ADAM solubilizuja wiele
czasteczek adhezji komodrkowej, w tym L-selektyne, czasteczke adhezyjng komorek L1
(zang. L1 cell adhesion molecule - L1-CAM), VCAM1 (z ang. vascular cell adhesion molecule
1), HCAM (z ang. homing cell adhesion molecule), E-kadheryne¢ i N-kadheryn¢ (56). Badania
wykazaty, ze ADAM?28, ktory ma dwie alternatywne izoformy, prototypowa postaé
zakotwiczong w blonie (z ang. membrane-anchored - ADAM28m) i posta¢ wydzielnicza (z ang.
secreted ADAM28 -ADAM28s), ulega wysokiej ekspresji w ludzkim niedrobnokomérkowym
raku ptuca i raku sutka. Poziom ekspresji mMRNA biatka ADAM?28 jest rowniez zwigkszony w
raku nerkowokomoérkowym. ADAM28 przyczynia si¢ takze do proliferacji komorek
nowotworowych poprzez zwigkszong biodostepnos$¢ IGF-I, selektywnie trawigc biatko IGF 3
(z ang. insulin-like growth factor-binding protein) kompleksu IGF-1 / IGFBP-3. Jednak
substraty zwigzane z przerzutami i mechanizmami molekularnymi, dzigki ktorym ADAM?28
promuje przerzuty, pozostajag nieznane (55). ADAM28 uczestniczy takze w proteolizie
kompleksu CTGF/VEGF, skutkujac uwolnieniem aktywnego naczyniowo-nabtonkowego
czynnika wzrostu. W rezultacie prowadzi to do neoangiogenezy, uwazanej
za krytyczny punkt postepu rozwoju nowotworow (57).

Czasteczka adhezyjna komorek nerwowych (z ang. neural cell adhesion molecule - NCAM,
CD56), nalezy do duzej rodziny glikoprotein na powierzchni komoérek i odgrywa wazng role
podczas rozwoju i kontroli réznych funkcji w uktadzie nerwowym. NCAM ma wysoka
ekspresj¢ w nowotworach neuroendokrynnych i neuroektodermalnych. W nerkach NCAM jest
szeroko eksprymowany podczas rozwoju guza. Petni funkcje m.in. w: migracji, proliferacji,
apoptozie i transformacji nabtonkowo-mezenchymalnej. Jednak nie okreslono jeszcze
doktadnych mechanizméw przekazywania sygnatdéw molekularnych (58,59).

Lepsze zrozumienie szlakow molekularnych, ktore prowadza do pojawienia si¢ 1 wzrostu guza,

moze pomdc w opracowaniu nowych strategii wczesnego wykrywania i leczenia raka nerki.

1.4.4. Srodowisko immunologiczne ccRCC

ccRCC jak kazdy nowotwor posiada ztozone $rodowisko, w sktad ktérego wchodza
transformowane komorki, nacieki zrgbowe 1 immunologiczne. Naciek komorek
immunologicznych jest bardzo duzy w ccRCC. Badania wykazaly, ze wskaznik aktywnosci

cytolitycznej w ccRCC byl najwyzszy posrod 17 innych ludzkich nowotwordw. Niektorzy tez
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uwazaja, ze spontaniczna regresja obserwowana tylko w 1% przypadkoéw tego typu nowotworu
jest zalezna od uktadu odpornosciowego (60).

ccRCC niestety stabo reaguje na konwencjonalng chemioterapi¢ oraz radioterapi¢, ze wzgledu
na swoje unikalne §rodowisko i cechy biologiczne (61).

Pomimo, ze niektorzy badacze twierdzg o niezalezno$ci ccRCC od uktadu immunologicznego
warto zaznaczy¢, ze to wtasnie ccRCC byl jednym z pierwszych nowotworow zto§liwych, ktory
pozytywnie zareagowal na immunoterapi¢ interleuking-2 (IL-2) i interferonem o (IFN-a).
Niestety mechanizmy spontanicznych remisji czy odpowiedzi na immunoterapi¢ tego
nowotworow sg wcigz stabo poznane (60,62).

Mikrosrodowisko immunologiczne ccRCC moze by¢ modyfikowane poprzez metabolizm
komoérek nowotworowych. Pobierajac i katabolizujac sktadniki odzywcze komorki
nowotworowe wytwarzaja biomase¢ lub energi¢, eksportujg metabolity do zrgbu nowotworu
zmieniajac przez to jego mikrosrodowisko a tym samym wptywajac na populacje i funkcje
komoérek odpornosciowych. Zmienia si¢ przede wszystkim metabolizm komorek
immunologicznych jak 1 zostaje zapoczatkowana specyficzna sygnalizacja zwigzana
z podziatem, aktywacja i $miercig komorek (63).

Za posrednictwem nowotworu w immunosupresji biorg udziat r6zne rodzaje komorek uktadu
immunologicznego w tym m.in. limfocyty T regulatorowe, makrofagi zwigzane z nowotworem
(TAM z ang. tumor associated macrophage) czy komorki surpresorowe pochodzace z mieloidu
(MDSC z ang. myeloid-derived suppressor cells). Czgs¢ badan potwierdzita zwigzek pomiedzy
iloscig zakumulowanych komorek uktadu odpornosciowego a poziomami ekspresji niektorych
cytokin. Guan i in. potwierdzili korelacj¢ pomigdzy podgrupami MDSC a zwigkszonym
poziomem ekspresji IL-17, IL-18 i CCL(z ang. chemokine (C-C motif) ligand) 2 w migzszu
ccRCC oraz krwi obwodowej pacjentéw z pierwotnym ccRCC jak réwniez koreluje z gorszym
rokowaniem rozwoju raka (64).

Wptyw cytokin na RCC skupia na sobie duzg uwage naukowcow. Powstaje co raz
wiecej publikacji dotyczacych wptywu cytokin na proliferacje 1 progresje komorek tego
nowotworu oraz doszukujacych si¢ w nich roli potencjalnych markeré6w diagnostycznych,
predykcyjnych i prognostycznych w RCC (62).

Jedna z wazniejszych cytokin sprzyjajacych rozwojowi ccRCC jest interleukina -6 (IL-6), ktora
produkowana jest przez komorki immunologiczne infiltrujgce nowotwor, komorki zrgbu 1 przez
same komorki nowotworowe. Jej wysoka ekspresja moze aktywowac $ciezki sygnatowe PI3K
[ Akt / mTOR i RAS / RAF / MEK / ERK. Indukowana przez IL-6 aktywacja szlaku AKT /

mTOR bierze udzial w ochronie przed apoptoza 1 wzmozonej proliferacji
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w komoérkach nowotworowych. Razem z biatkiem STAT3 (z ang. signal transducer and
activator of transcription 3) tworzy specyficzng o$, odpowiedzialng za aktywacje genow
docelowych zaangazowanych w przezycie komorek nowotworowych i1 ich wzmozong
proliferacje 1L-6 aktywuje komorki poprzez receptor transblonowy (IL-6R) i jego
rozpuszczalng posta¢ (sIL-6R). Rozpuszczalny receptor IL-6sR jest uwalniany z receptora
zwigzanego z btong IL-6 (IL-6R) m.in. poprzez zrzucanie ektodomen przez enzymy nalezace
do rodziny genéw ADAM: ADAM-17 i ADAM-10 [26]. IL-6R natomiast ulega ekspresji
gléwnie w hepatocytach, megakariocytach i kilku subpopulacjach leukocytéw (monocyty,
neutrofile, komodrki T 1 komorki B), ktore sg gtdéwnymi komodrkami docelowymi aktywnosci
IL-6. Sygnalizacja przez zwigzang z blong IL-6R prowadzi do aktywacji uktadu
odporno$ciowego indukujac goraczke, wydzielajac biatko ostrej fazy i stymulujac limfocyty B
w celu wytworzenia przeciwcial. IL-6 wigzac si¢ ze swoim receptorem, indukuje ekspresje
genéw STAT3. STAT3 promuje inwazje oraz angiogeneze¢ nowotworu poprzez pobudzenie
ekspresji VEGF 1 metaloproteinaz macierzy, ale przede wszystkim promuje ekspresj¢ IL-6.
Wysoki poziom IL-6 w surowicy pacjentow z ccRCC powigzany jest ze ztym rokowaniem
choroby. Zwiekszone wydzielanie IL-6 moze by¢ takze spowodowane przez immunoterapie
interferonem alfa czy TKI. Badania potwierdzaja, ze ekspresja IL-6 jest wyjatkowo wysoka
w linii komorkowej 786-0 - komorkach pierwotnego raka jasnokomorkowego nerki (61,62,65).
Zwigkszong ekspresje IL-6 odnotowano takze u pacjentéw z przerzutowym RCC. Jej wysoki
poziom korelowat z gorszymi wynikami przezycia, wigksza czestoscia przerzutow do weztdw
chtonnych 1 przerzutow odlegtych, natomiast ilo§¢ IL-6 W surowicy mieszczaca si¢ w zakresie
referencyjnym u pacjentow przed nefrektomig korelowat z dtuzszym czasem przezycia (62).
Drugg wazng cytoking w srodowisku ccRCC jest IL-17. Rzeczywiscie, oprocz 1L-6 i TNF,
wykazano, ze sekrecja IL-17 jest znacznie podwyzszona w tkance RCC, a jego ekspresja zalezy
od stopnia ztosliwosci nowotworu (64).

Opisano takze, ze interleukina-18 stymuluje ekspresje hematopoetycznych cytokin i czynnikow
wzrostu, takich jak IL-3, IL-6, G-CSF (z ang. granulocyte colony-stimulating factor) i GM-CSF
(z ang. granulocyte macrophage colony-stimulating factor), ktore reguluja rozwdj neutrofili
i réznicowanie komorek krwiotworczych. Wiele badan wykazalo kluczowa role IL-18
w aktywacji komorek odpornosciowych i progresji nowotworu. Suplementacja interleukiny-18
znaczaco zwigksza immunosupresyjng aktywno$¢ MDSC. Poniewaz MDSC majg szeroki
zakres efektow w progresji raka i przerzutach, zasugerowano, ze IL-18 moze mie¢ pewien
wpltyw na biologiec MDSC w ccRCC. Stwierdzono rowniez, ze ilos¢ MDSC koreluje

z poziomami wewnatrznowotworowymi IL-17, IL-18 i CCL2, co sugeruje, ze te cytokiny
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sprzyjaja akumulacji MDSC w migzszu gospodarza ccRCC, a MDSC zostaly wciagnigte do
migzszu guza RCC przez te czynniki w Srodowisku nowotworow (64).

IL-8 pierwotnie znana jako czynnik chemotaktyczny i zapalny neutrofili, okazala si¢ by¢ silnym
promotorem angiogenezy ccRCC. Jej zwigkszong ekspresj¢ potwierdzono w komorkach
nowotworowych ccRCC gdzie w jego mikrosrodowisku moze dziata¢ jako kluczowy czynnik
regulacyjny. IL-8 indukujgc neutrofile moze powodowa¢ ich naciek do zrebu, indukuje takze
wiele szlakow sygnatowych poprzez wigzanie si¢ z receptorem chemokin C-X-C 112 (CXCR1
i CXCR2 z ang. C-X-C motif chemokine receptor) na komorkach rakowych i komorkach
srédblonka. Ponadto komoérki ccRCC moga by¢ pobudzane do wydzielania IL-8 poprzez
indukcje IL-17 z limfocytow T wplywajacych bezposrednio na nowotwoér. Niestety jak
w wigkszosci przypadkéw, kliniczne znaczenie IL-8 i podstawy molekularne zwigzane
z wydzielaniem tej cytokiny oraz korelacja z progresja guza pozostaje w duzej mierze nieznane,
cho¢ pojawiaja si¢ pierwsze doniesienia o jego zastosowaniu do stratyfikacji pacjentow
o r6znych rokowaniach po resekcji chirurgicznej (66).

Rola cytokin w zaburzeniach ztosliwych jest podwojna. Z jednej strony cytokiny moga
hamowa¢ namnazanie komodrek rakowych poprzez kontrolowanie stanu zapalnego
1 odpornosci. Z drugiej strony komorki rakowe moga wykorzystywac cytokiny do sprzyjania
rozwojowi 1 progresji nowotworow. Waznym jest poznanie roli kazdej cytokiny w srodowisku
nowotworowym oraz ich mechanizméw molekularnych majacych wptyw na mikrosrodowisko
ccRCC.
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2. Promieniowanie elektromagnetyczne

Promieniowanie elektromagnetyczne (PEM; electromagnetic field — EMF) jest
wytwarzane przez naturalne oraz sztuczne zrodta promieniowania, rdznigce si¢ od siebie
dhugoscig fali, czgstotliwoscig badz energig fotonow. Widmo elektromagnetyczne rozciaga si¢
od statycznego pola elektrycznego i magnetycznego do pola elektrycznego i magnetycznego
o niskiej czestotliwosci (niska energia, duza dlugos¢ fali), pola elektromagnetycznego
posredniego i pola radiowego, mikrofalowego, promieniowania optycznego (podczerwien,
$wiatlo widzialne, promieniowanie ultrafioletowe) i promieniowania jonizujacego (wysoka

energia, bardzo krotka dtugos¢ fali). Widmo PEM przedstawiono na rycinie 4 (67).
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Rycina 4. Widmo pola elektromagnetycznego pokazujace typ, dlugo$é fali (z przyktadami), czestotliwosé,
temperature emisji czarnego ciata (67).

Pole elektromagnetyczne o bardzo niskiej czgstotliwosci (z ang. extremely low frequency
electromagnetic field - ELF-EMF) to pole o czestotliwosci 0-300 Hz generowane gltéwnie przez
linie elektroenergetyczne. Indukcja magnetyczna podczas ekspozycji na pole elektromagnetyczne
o bardzo niskiej czestotliwosci wynosi zwykle ponizej 0,1 puT. Niewielki utamek gospodarstw
domowych znajdujacych si¢ bardzo blisko linii wysokiego napigcia lub innych Zrédet moze
mie¢ znacznie wigksze narazenie na EMF. Wyzsze, ale krotkotrwate narazenia wystepuja, gdy
uzywane sg urzadzenia elektryczne, mogg wystepowaé w okreslonych kategoriach prac, na

przyktad przez elektrykow i inzynieréw elektrykow (5).
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Przyjmuje si¢, ze zadne badania nie wykazaly, ze pole -elektromagnetyczne
bezposrednio wplywa na organizm, wywierajac chroniczny wplyw na nasze zdrowie.
Zalezno$¢ miedzy EMF, a jego dziataniem na ludzki organizm, stata si¢ jednym z gtownych
tematow badan dotyczacych problemow zdrowotnych (zwlaszcza raka) wywotanych przez pole
elektromagnetyczne.

Badania epidemiologiczne konsekwentnie odnotowuja pozytywne powigzanie pola
elektromagnetycznego o bardzo niskiej czgstotliwosci z biataczka dziecigea, z pozornie
2-krotnie wyzszym ryzykiem przy S$rednim poziomie ekspozycji  24-godzinnym
przekraczajacym indukcje¢ magnetyczng 0,3-0,4 uT (68) . Jednak zwigzek przyczynowy nie
zostal ustalony, ze wzglgdu na mozliwa stronniczo$¢ badaczy i zaktocen w badaniach
obserwacyjnych oraz brak dowodoéw potwierdzajacych z badan eksperymentalnych (69).

W ocenie z Monarchy IARC z 2001 r. ELF-EMF, statyczne pole elektryczne i magnetyczne
zostaly zakwalifikowane do Grupy 3, co oznacza brak wystarczajacej liczby dowowdow
naukowych pozwalajacych na sklasyfikowanie czynnika pod wzkledem rakotworczosci.
0Od 2001 r. przeprowadzono niewiele badan zwigzanych z tymi ocenami i zadne z nich nie daje
podstaw do ponownej oceny, co ostatnio znalazlo odzwierciedlenie podczas posiedzenia
panelu ekspertow Komisji Europejskiej (5).

Z Dbadan wynika, ze jesli komorki nowotworowe poddane ekspozycji na pole
elektromagnetyczne to zostanie rozpoczeta ich apoptoza, nie powodujac jednocze$nie martwicy
komorek (70).

Wykazano, ze ekspozycja na pole elektromagnetyczne o bardzo niskiej czestotliwosci
(<300 Hz) moze wptywac na wiele aktywnosci komorkowych, w tym ekspresje genow. Biorac
pod uwagg, ze komorki wykorzystujg prad elektryczny, wydaje si¢, ze rozne gestosci strumienia
indukcji magnetycznej, czgstotliwosci 1 schematy ekspozycji na PEM moga indukowac rézne
odpowiedzi komodrkowe na poziomie mRNA. PEM zostatl ostatnio uznany za obiecujace
narzedzie medyczne ze wzgledu na jego antyproliferacyjny wplyw na komorki rakowe i jego
wielki potencjat w zakresie dostarczania lekow (71).

Ponadto nie jest jasne, w jaki sposob ELF-EMF wplynetoby na zachowanie komorek.
Prawdopodobna i interesujaca hipotezg jest to, ze moga zaklocaé reakcje chemiczne zwigzane
z produkcja reaktywnych form tlenu (reactive oxygen species - ROS). ROS sa nie tylko
szkodliwe dla struktur komoérkowych, ale rowniez majg zasadnicze znaczenie dla sygnalizacji
komorkowej. Przy wysokich poziomach ROS moze prowadzi¢ do upos$ledzenia funkcji
fizjologicznych komorek poprzez uszkodzenie DNA, biatek, fosfolipidow 1 innych

makroczasteczek. Odwrotnie, przy niskich poziomach, ROS moze zmienia¢
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wewnatrzkomorkowe stany redoks aktywujace szlaki wrazliwe na redoks, w tym szlak kinazy
biatkowej aktywowanej mitogenem (z ang. mitogen-activated protein kinases - MAPK) i PI3K
(z ang. phosphoinositide 3-kinase), w nastepstwie réwniez Szlak mTOR (z ang. mammalian
target of rapamycin kinase) (72,73).

Mechanizmy molekularne wyjas$niajace biologiczny wptyw dziatania EMF zostaly zbadane
na roznych liniach komoérkowych w S$cistym zakresie parametrow dzialania pola
elektromagnetycznego. Proponuje si¢, ze ekspozycja na EMF zmniejsza proliferacje komorek
poprzez zwigkszenie ich apoptozy w wyniku zaleznego od EMF wzrostu reaktywnych form
tlenu, szybkiego naptywu jonow Ca?* lub aktywacji specyficznych szlakow sygnatowych (74).
ELF-EMF wptywa takze na sygnalizacje NF-kB (z ang. nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells), PKC (z ang. protein kinase C) i ERK (z ang. extracellular signal-
regulated kinases) 1/2, morfologi¢ btony komoérkowej i aktywnos¢ kinaz i szlaku cyklu
komorkowego (rycina 5) (75,76).

Niektorzy badacze sugeruja niespecyficzne procesy, takie jak wytwarzanie ciepla, tworzenie
wolnych rodnikéw lub promowanie tworzenia uszkodzen DNA. Jednak energia zwykle
zwigzana z ELF-EMF nie jest wystarczajaca do spowodowania takich zmian w wigzaniach
chemicznych. Zaden z tych mechanizméw nie wyjasnia jednak réznic w odpowiedzi na EMF

pomiedzy rakiem a komérkami nieztosliwymi (77).

~ VEGF VEGFR2 PKC ERK 1/2 —————

> |———— migracja
e
o — proliferacja
&
7}
= Ca?* — Zywotnos¢
]
£
o > cykl komérkowy
&
B MAPK NFKB — apoptoza
©
o

EGFR

PI3K — AKT ——— mTOR —;

Cytoplazma

Jadro komorkowe

Rycina 5. Szlaki sygnatowe aktywowane przez ELF-EMF. Opracowanie wlasne na podstawie danych uzyskanych
z KEEG PATHWAY Database (76).
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ELF-EMF wptywa takze na komorki ukladu odpornosciowego powodujgc zmiany
molekularne i komérkowe (78). Wptyw PEM na uktad odporno$ciowy, tak jak wykazano
w wickszo$ci badan, zalezy w duzej mierze od czg¢stotliwosci, amplitudy, czasu ekspozycji jak
i cech biologicznych badanych komorek (79). Cze$¢ badaczy podejrzewa jednak, ze ELF-EMF
przez swoéj niski poziom energii nie ma znacznego wpltywu na uktad immunologiczny
cztowieka, pomimo ze moduluje trwajace odpowiedzi zapalne (80). Niewiele badan okreslito
wplyw ELF-EMF na stezenie cytokin produkowanych przez komorki nowotworowe bez
stymulacji uktadu odporno$ciowego. Wickszos¢ badan obejmuje sprawdzenie ich poziomu
w surowicy (81). Badania Nie i in. sugeruja, ze ekspozycja myszy na PEM o niskiej
czestotliwosci hamuje proliferacje i nowotworzenie u tych zwierzat poprzez spadek poziomu
IL-6 uwazanej za cytoking prozapalng dzialajaca jako regulator proliferacji komorek
nowotworowych. Podobnie bylo w przypadku G-CSF, ktory odpowiada za promocje
angiogenezy nowowtworéw. Z kolei poziom IL-12, cytokiny przeciwnowotworowej
odpowiedzialnej za eleminacj¢ komoérek nowotworowych, znacznie rost (82). W czesci
opisanych prac wskazano na przeciwnowotorowe dzialanie ELF-EMF (79) chociazby
ze wzgledu na obnizanie poziomu m.in. IL-9 bedacej cytoking, ktora przyczynia si¢ do chorob
zapalnych i autoimmunizacji, jak i TNF-a, ktora koordynuje reakcje komorkowe i organizuje
miejscowe zapalenie (81).

Poniewaz cytokiny grajg istotng role w kontroli rozwoju nowotworow, waznym jest zbadanie
efektow dziatania ELF-EMF na funkcje immunologiczne komdrek nowotworowych takze bez

stymulacji uktadu odpornosciowego.
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3. Cele badawcze

3.1. Zalozenia

Pole elektromagnetyczne jest integralng czg¢scig Srodowiska naturalnego cziowieka.
Naturalne PEM jest wynikiem jonizacji zewngtrznej warstwy atmosfery, magnetycznych
wlasciwosci  Ziemi, istnienia radiogwiazd 1iwielu innych czynnikow. W ostatnich
dziesigcioleciach znaczaco wzrosto nasycenie $rodowiska zycia ludzi sztucznymi
zrédtami PEM. Rozwo6j nowych technologii oraz przemystu, sprzyja wzrostowi liczby
oraz réznorodno$ci zrddel pola elektromagnetycznego w naszym $rodowisku. Gléwnym
zrédlem PEM sg linie wysokiego napigcia, sprzety AGD i RTV, telefony komorkowe,
jak rowniez radiostacje i urzadzenia radiolokacyjne (83). W dzisiejszych czasach rosnacego
uzycia sprzetow elektronicznych naukowcy sa co raz bardziej zainteresowani efektami
dziatania PEM na zdrowie ludzi. Pomimo tego, ze przeprowadzono juz wiele badan o wptywie
PEM, zadne z nich nie wykazalo znaczacego wptywu na ssaki, w tym ludzi, szczegdlnie
na osobniki narazone na dziatanie pola w dawkach, ktore s3 uznawane za dopuszczalne (do 500
Hz dla pracownikow przebywajacych w $rodowisku pola elektromagnetycznego) (84).
IARC z 31 maja 2011 roku zaklasyfikowata PEM jako mozliwie kancerogenny czynnik (85).
Pomimo tego terapeutyczne whasciwosci PEM zostaly niejednokrotnie potwierdzone naukowo
m.in. w leczeniu bolu dolnej czgsci plecow, stwardnienia rozsianego, urazow stawow i Sciggien,
regeneracji nerwow W chorobie Parkinsona i Alzheimera. PEM wptywa takze pozytywnie
na wrodzong odpowiedz immunologiczng (86-88).

Jak dotad nie przeprowadzono badan sprawdzajacych wptyw ekspozycji PEM na linie
komorkowe raka jasnokomorkowego nerki oraz jego wplyw na ekspresje oraz potencjalng

zmian¢ w sekwencji genow charakterystycznych dla tego nowotworu.

W swojej pracy postawitam trzy hipotezy badawcze:
1. Ekspozycja komorek raka jasnokomorkowego nerki na pole elektromagnetyczne
powoduje zmiany w ekspresji genow VEGFC, ADAM 28, NCAM1.
2. Ekspozycja komorek raka jasnokomorkowego nerki na pole elektromagnetyczne
powoduje zmiang profilu sekrecji cytokin komoérek nowotworowych.
3. Potencjalna zamiana ekspresji genow VEGFC, ADAM28, NCAM1 spowodowana

PEM moze prowadzi¢ do zmian czynno$ciowych w badanych komarkach.
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3.2. Szczegotowe cele badawcze

Plan badan obejmowat nastgpujace zadania badawcze:

a) Analiza wptywu pola elektromagnetycznego na potencjalne zmiany funkcjonalne
badanych komorek.

Celem zadania badawczego bylo okreslenie morfologii, zywotno$ci, apoptozy, zdolnoSci
migracyjnych i inwazyjnych oraz okreslenie ilosci wygenerowanych reaktywnych form tlenu
w hodowlach komoérek nabtonka nerki ludzkiej oraz w trzech liniach komorek raka nerki
poddanych ekspozycji na pola elektromagnetycznego o czestotliwosci 50 Hz i indukcji
magnetycznej 4,5 mT przez 30 min przez 5 dni. Badanie to miato na celu okreslenie réznicy
pomiedzy komorkami z grupy kontrolnej, a komérkami z grupy badanej poddanym ekspozycji
PEM.

b) Analiza wptywu pola elektromagnetycznego na stg¢zenie cytokin oraz chemokin przy
uzyciu platformy Bio-Plex

Celem zadania badawczego byto poréwnanie poziomu sekrecji cytokin i chemokin przez

badane linie komdrkowe poddanych na ekspozycj¢ pola elektromagnetycznego. Badanie to

miato na celu okreSlenie r6znicy pomiedzy komoérkami z grupy kontrolnej, a komorkami

z grupy badanej poddanej ekspozycji ELF-EMF.

c) Analiza wptywu pola elektromagnetycznego na zmian¢ ekspresji genow VEGFC,
ADAM28 i NCAM1 w badanych liniach komérkowych

Celem zadania badawczego bylo porownanie ekspresji genéw VEGFC, ADAM28 i NCAM1

w hodowlach komorek nablonka nerki ludzkiej oraz w trzech liniach komorek raka nerki

poddanych na ekspozycje pola elektromagnetycznego. Badanie to miato na celu okreslenie

roznicy pomiedzy komoérkami z grupy kontrolnej, a komorkami z grupy badanej wystawionymi

na ekspozycje PEM.
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4. Materialy i metody
4.1. Materiat

Do doswiadczen uzyto nastepujacych linii komorkowych adherentnych:

e HEK293 - komorki nabtonka nerki ludzkiej zarodkowej (rycina 8),

e 786-0 - komorki pierwotnego raka jasnokomoérkowego nerki (rycina 9),

e 769-P - komorki pierwotnego raka jasnokomorkowego nerki (rycina 10),

e Cakil - linia wyprowadzona z przerzutu raka jasnokomorkowego nerki do skory

(rycina 11).

Linia 786-0, zostata ustanowiona jako jedna z pierwszych linii komorkowych RCC, posiada
wiele cech ccRCC 1 jest wykorzystywana najczgsciej w badaniach skoncentrowanych na RCC.
Ta linia charakteryzuje si¢ przede wszystkim hipetrtriploidami w kariotypie. Jak wigkszo$¢ linii
komorkowych ccRCC 786-O posiada mutacje w genie VHL oraz wysoka ekspresje VEGF.
Linia komoérkowa 769-P, zostata wyprowadzona jednoczesnie z 786-O i podobnie jak ona
posiada mutacj¢ w genie VHL oraz wysokie poziomy ekspresji VEGF (89,90). Populacja
komorek modalnych, ktore wystapity w 32% komorek linii 769-P, posiada kariotyp
pseudodiploidalny, 46, XX, 3,18, del (7) (q21.12; q22.3),? T (3q? 18q). W metafazie zar6wno
chormosom 3 jak i 18 posiadajg tylko jedng kopie, zas chromosom X jest sparowany (89).

Caki-1 jest rozpowszechniong liniag modelowa przerzutowego ccRCC. Liniata zostata rowniez
zaproponowana jako modelowy uktad nabtonka kanalika proksymalnego, poniewaz w kulturze
komorki moga tworzy¢ spolaryzowang warstwe o cechach morfologicznych, fizjologicznych
i biochemicznych funkcjonalnej, dobrze zréznicowanej tkanki nerkowej (90). Kariotyp Caki-1
jest aneuploidalny, z liczba choromosoméw w zakresie triploidalnym oraz z brakujagcym
chromosomem Y, pomimo wywodzenia si¢ z linii nowotworowej meskiej. Chromosom 9 jest
trisomiczny. Zidentyfikowano dla tej linii trzynascie chromosoméw markerowych m.in.
9g +, t (1p ;?), t (1qter> 1921 :: 20), t (1g17q), der (11) t (3; 11) (921; gq14), 199 +, 4q +, 4p +
(91). W kariotypie 786-0, 769-P i Caki 1 potwierdzono réwniez straty w 3p (zawierajacy geny
VHL, PBRM1, BAP1, SETD2) i 14q (kodujacy gen HIF1) (90).

Wszystkie linie komorkowe zostaly pozyskane z banku komorek American Type Culture

Collection (ATCC; www.atcc.org).
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4.2 Hodowla komorkowa

Wszystkie linie komérkowe zakupione w ATCC otrzymano w formie zamrozone;.
Komorki rozmrozono i wysiano na butelke hodowlang w 12 ml pelnej pozywki RPMI-1640
(10% FBS i 1% penicyliny i streptomycyny, wszystkie odczynniki pochodzity od firmy Gibco,
ThermoFisher Polska). Komorki byty inkubowane w inkubatorze w temperaturze 37°C oraz
w obecnosci 5% CO2 w powietrzu (ASSAB COz-incubator, KEBO Lab Export). Pozywke
wymieniano co 2 dzien na $§wiezg, do czasu osiggnig¢cia 80% konfluencji. Nastgpnie komorki
odklejano za pomoca trypsyny, przeplukano z uzyciem PBS 1X (Gibco, ThermoFisher),
odwirowano  (5min, 1500rpm) i wysiano do nowej Dbutelki 1/5 komorek
i hodowano jak wyzej. Komorki po minimum jednym pasazu od rozmrozenia wykorzystywano
do doswiadczen. Komorki wysiewano do ptytek 6-dotkowych, po 25 tys. komoérek na dotek.
Ptytki zawierajace komorki przyporzadkowywano odpowiednia do grupy kontrolnej
(poddawanej takiej samej procedurze co grupa badana, ale bez ekspozycji na PEM) lub do
grupy badanej (poddawanej PEM). Pozywki w obu ptytkach, byly wymieniane co drugi dzien.
Morfologi¢ wszystkich linii komorkowych przedstawiaja zdjgcia na rycinie 6, 7, 8 i 9

(wykonane za pomocg mikroskopu ZOE Fluorescent Cell Imager, Bio-Rad.1).
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Rycina 6. Komercyjnie dostepne linie komorkowe: a) HEK293; b)786-0; ¢)769-P; d) Cakil. Wszystkie zdjecia wykonano w powigkszeniu 100x.
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4.3 Metody

4.3.1 Warunki ekspozycji na PEM o niskiej czgstotliwosci

Komorki z grupy badanej poddano ekspozycji na pole elektromagnetyczne przy uzyciu
cewki Helmholtza o parametrach pozwalajacych zaobserwowac zmiany unikajac, jednoczes$nie
efektu termalnego wywolanego przez PEM. Parametry ekspozycji zostalty dobrane na
podstawie dostepnych danych literaturowych. Czestotliwo$¢ wynosita 50 Hz, za§ indukcja
magnetyczna 4,5 mT. Komodrki poddawano ekspozycji 30 min dziennie przez 5 dni
w temperaturze pokojowej. W tym samym czasie pozostata czes¢ komorek traktowanych jako
grupa kontrolna byla réwniez przechowywana w temperaturze pokojowej Komorki z obu
ptytek piatego dnia, bezposrednio po zakonczonej ekspozycji, odklejono przy uzyciu trypsyny
(Gibco, ThermoFisher Polska). Po zebraniu komoérek ze wszystkich dotkéw zostaly one
zliczone przy pomocy licznika komorek T20 z dodatkiem 10% trypanu (Bio-Rad, Polska),

a nastgpnie wykorzystane do doswiadczen.

4.3.2. Test zywotnosci i proliferacji

By oceni¢ aktywno$¢ enzymatyczng procesow utleniania i redukcji w odniesieniu
do kontroli, §wiadczacych posrednio o liczbie komorek, dla kazdej linii komorkowej zostat
wykonany test z uzyciem rezasuryny (In vitro TOXS8, Sigma). Linie komérkowe z grupy
kontrolnej oraz badanej wysiewano na ptytke 96-dotkowa, by po 72 h inkubacji doda¢ 10%
roztwor rezasuryny w peitnej pozywce RPMI 1640 do dotka hodowlanego. Probe Slepa
stanowily dotki z pozywka hodowlang nie zawierajagce komorek. Tak przygotowana ptytke
inkubowano (37°C, 5% CO2) przez 3 godziny. Po uptywie tego czasu odczytywano
absorbancje przy dlugosci fali 570 nm a nastgpnie przy dlugosci fali 600 nm
w spektrofotometrze FLUOstar Omega (BMG Labtech). Nastgpnie przeprowadzano analize

uzyskanych wynikow wedlug zamieszczonego ponizej wzoru.

% moei $rednia absorbancja komérek poddanych PEM 100%
_ X
0 Zywotnosct Srednia absorbancja komoérek z hodowli kontrolnej ’
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4.3.3. Test wiszacej kropli

Z kazdej linii komérkowej z obu grup przygotowano zawiesing 500 tys. komoérek
W jednym ml pozywki. Nastepnie 10 ul (2 mln komoérek/ ml) pozywki zawierajacej komorki
dodano na pokrywke szalki Petriego w siedmiu powtdrzeniach. Pokrywki z kroplami
odwracano i umieszczano na szalce wypetnionej PBS. Do testu wiszacej kroli (ang. hanging
drop assay) zostat wykorzystany protokot opisany przez Foty (92) Szalki inkubowano w 37°
C przez 2 dni. Zdjecia wykonywano po 24, 48 i 72h inkubacji. za pomocg mikroskopu Delta-
Optical IB-100 by porownac czas powstania, morfologi¢ oraz wielko$¢ agregatu (powickszenie
4X).

4.3.4. Test migracji i inwazji

By zbada¢ zdolno$ci migracyjne oraz inwazyjne badanych linii komodrkowych
wykorzystany zostal protokot przygotowany przez Justus i in. (93). Komorki przygotowano tak
jak opisano wczesniej w punkcie 4.3.1., by nastepnie zawiesi¢ 10° komoérek w 1ml medium
RPMI 1640 z 1% FBS 1 1% penicyliny i streptomycyny. Z kazdej linii komorkowej, zarowno
z grupy kontrolnej i badanej, przygotowano 6 powtorzen do testu migracji oraz inwazji na
plytkach 24 dotkowych. Do testu inwazji na powierzchni insertow zostata wczesniej dodana
warstwa 50 pl Matrigel (Coating Matrix Kit, Gibco, ThermoFisher, Polska) i potem
inkubowano 30 min w 37°C i 5% CO2 przez 30 min. Zaréwno w tescie migracji i inwazji po
100 pl zawiesiny komorkowej dodano na powierzchni¢ insertu o $rednicy poréow 8 pm
w 24-dotkowej ptytce (HTS Multiwell Insert System 8.0 um pore size, 24 Multiwell format,
Corning) i inkubowano przez 10 minut w 37°C i 5% CO2, aby umozliwi¢ komérkom osiadanie.
Gdy komorki osiadly dodano 600 ul RPMI 1640, z dodatkiem 10% FBS oraz 1% penicyliny
I streptomycyny, na dno dolnej komory. Ptytki inkubowano przez 48h w 37°C i 5% COz, za$
po tym czasie medium z dotka oraz insertu zostalo usunigte a nastepnie komorki utrwalono
w 600 ul 70% etanolu przez 10 min. Po uptywie tego czasu, etanol usunigto a ptytki
pozostawiono do wyschnigcia. Nastepnie 600 ul 0,2% fioletu krystalicznego (Acros Organics,
Polska) dodano do dna dotkow plytek i umieszczono w nim inserty. Plytki inkubowano
W temperaturze pokojowej przez 10 minut po czym delikatnie usunigto fiolet krystaliczny
z gbrnej czgsci membrany za pomocg bawelnianego aplikatora. Bardzo ostroznie, aby unikna¢

zmywania adherentnych komoérek, zanurzono membrang w roztworze PBS (Gibco,
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ThermoFisher Polska) 5 razy by usung¢ nadmiar fioletu krystalicznego. Dno dotkéw insertu
réwniez przemyto delikatnie pigciokrotnie roztworem PBS by nie zmy¢ komorek. Plytke
pozostawiono do wyschnigcia a pdzniej pod mikroskopem Delta Optical 1B-100 policzono
liczbe komorek w réznych polach widzenia ($rednia z 5 pél przy catkowitym powigkszeniu
40x) z dna dotkow ptytki oraz insertow, aby uzyskac srednig sume komorek, ktore migrowaty

przez bton¢ w kierunku chemoatraktanta i przylaczyly si¢ na dolnej stronie btony.

4.3.5. Analiza cytometryczna cyklu komérkowego

Do pomiaru ilosci DNA, umozliwiajacego badanie populacji komorek utrwalonych z
grupy kontrolnej oraz grupy poddanej ekspozycji na ELF-EMF w réznych fazach cyklu
komorkowego zostal wykorzystany test FxCycle Pl / RNase (Thermo Scientific, Polska).
Zebrane oraz policzone komoérki z obu grup rozdzielono do probowek cytometrycznych
w trzech powtdrzeniach po 500 tys. komorek a nastepnie utrwalono je w 70% metanolu przez
15min. By pozby¢ si¢ $rodka utrwalajacego przed przystgpieniem do barwienia komorki
przeplukano roztworem PBS, odwirowano i zdekantowano supernatant. Pozostawiony osad
komorek zawieszono w 500 ul barwnika FxCycle PI/RNase. Wszystkie probki doktadnie
wymieszano i inkubowano przez 30 min w temperaturze pokojowej, chronigc przed §wiattem.
Jodek propidyny wigzat si¢ z DNA oraz z RNA, jednak by odr6zni¢ barwienia zostala uzyta w
tym celu RNaza znajdujaca si¢ roztworze. Gdy barwnik jest zwigzany z kwasami
nukleinowymi, jego fluorescencja jest zwigkszona od 20 do 30 razy. Po uptywie czasu
inkubacji, probki bez przemywania, zanalizowano na cytometrze FACSCalibur (Becton

Dickinson, Polska) z uzyciem programu Cell Quest przy uzyciu lasera o dtugosci fali 488 nm.

4.3.6. Analiza cytometryczna apoptozy

By zbada¢ apoptoze komorek zostatl uzyty zestaw Annexin V/ and PI (Invitrogen,
ThermoFisher, Polska). Komorki obu grup po zakonczonej ekspozycji zostaly zebrane
i policzone jak w punkcie 4.3.1. Zawiesine 10° komérek/ml w trzech powtérzeniach przemyto
roztworem zimnego PBS oraz odwirowano, za$§ w kolejnym kroku przemyto 1x roztworem
Binding Buffer, odwirowano i zdekantowano supernatant. Osad zawieszono w 190 pl
Ix roztworu Binding Buffer by w dalszej kolejnosci doda¢ 10 ul aneksyny V celem

oznakowania komorek apoptycznych. Probki inkubowano przez 10 min w temperaturze
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pokojowej po czym ponownie przemyto 1x roztworem Binding Buffer
i odwirowano. Po dekantacji supernatantu osad zawieszono w 195 pl 1x roztworu Binding
Buffer, nastgpnie dodano 5 pl 100 pg/mL PI by zabarwi¢ komorki martwe. Probki
zworteksowano po czym poddano analizie na cytometrze FACSCalibur (Becton Dickinson,

Polska) z uzyciem programu Cell Quest.

4.3.7. Analiza cytometryczna ilosci wyprodukowanych reaktywnych form
tlenu

Stres oksydacyjny wynika z nierdwnowagi pomi¢dzy wytwarzaniem reaktywnych form
tlenu (ROS) a zdolnoscig komorek do ich szybkiej detoksykacji. ROS odgrywaja wazna role w
postepie wielu chordb, w tym chordb nowotworowych (94). Do pomiaru stresu oksydacyjnego
w zywych komorkach uzyto sond fluorogennych CellROX Green Reagent (Thermo Fisher,
Polska).
Po zakonczonej ekspozycji do wszystkich dotkéw z obu plytek dodano odczynnik CellROX®
o koncowym stezeniu 5 uM, natomiast dodatkowo do trzech dotkéw z plytek z grupy kontrolne;j
3% H202. Plytki inkubowano jeszcze przez 30 minut w 37°C, potem zebrano poprzez
odklejenie trypsyna, przemyto trzykrotnie roztworem PBS a na koncu zawieszono w 300 pl
PBS. Tak przygotowanie probowki poddano analizie na cytometrze FACSCalibur (Becton

Dickinson, Polska) z uzyciem programu Cell Quest.

4.3.8. Analiza poziomu cytokin przy uzyciu Bio-Plex

Dzigki rozpuszczalnym czynnikom, w tym cytokinom, ktdre s3 wytwarzane m.in. przez
komorki nowotworowe, uktad odpornosciowy jest w stanie zachowa¢ homeostaze poprzez
sygnaty aktywujace 1 hamujgce jednoczesnie dostosowujac reakcje na sygnaty srodowiskowe
(79). Nowoczesne platformomy takie jak Bio-Plex firmy Bio-Rad pozwala na jednoczesne
oznaczenie do 100 biatek, peptydow i kwaséw nukleinowych w pojedynczej probcee.
Ta technika obejmuje 100 kolorowych zestawoéw kulek utworzonych przy uzyciu dwoch
barwnikow fluorescencyjnych w réznych proporcjach. Kulki sg sprzgzone z odczynnikiem
specyficznym dla konkretnego testu biologicznego. Odczynniki moga obejmowaé antygeny,
przeciwciata, oligonukleotydy, substraty enzymatyczne lub receptory. W tej technologii jedno

przeciwcialo okre§lonego analitu jest przytgczone do zestawu kulek o tym samym kolorze,
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a drugie przeciwcialo stuzy do oznaczenia iloSciowego zwigzanego antygenu. Zastosowanie
réznokolorowych kulek umozliwia jednoczesne wykrywanie wielu réznych analitow w tej
samej probce. Nastepnie stosuje si¢ obrazowanie lub wzbudzenie laserowe by na podstawie
kolorow kulek okresli¢ stezenie analitu poprzez pomiar fluorescencji barwnika reporterowego.
System Bio-Plex 200 tgczy w sobie 2 lasery (czerwony 635 nm oraz zielony 532 nm),
wysokoprzepustowa technologie strumieniowa i cyfrowe przetwarzanie sygnatu w czasie
rzeczywistym, rejestrujaC sygnaly fluorescencyjne jednoczesnie dla kazdej kulki,
przeksztalcajac je na dane dla kazdego testu. Testy XMAP moga zawiera¢ niemagnetyczne lub
magnetyczne kulki jako podtoza. Magnetyczne kulki COOH s3 najnowszymi podstawowymi
sktadnikami testow xMAP, wykazujace zarowno wlasciwosci fluorescencyjne, jak
i magnetyczne. Kulki wybarwione sg preparatem barwnika fluorescencyjnego zastrzezonym
dla Luminex. Proces barwienia obejmuje pgcznienie czastek kulek w rozpuszczalniku
zawierajagcym barwnik, umozliwiajac czasteczkom barwnika przeniknag¢ przez powtoke
lub warstwe polimeru. Usunigcie rozpuszczalnika w kolejnym etapie powoduje kurczenie si¢
kulek i zatrzymywanie czasteczek barwnika w ich §rodku (95).

W celu wykonania tego badania, kazdego dnia bezposrednio po zakonczeniu ekspozycji zostaty
zebrane nadsacze grupy badanej oraz kontrolnej a nastgpnie zamrozone w -80°C do czasu
wykonania analizy. Do badan zostaty wykorzystane dwa zestawy: Bio-Plex Pro TGF-B Panel
3-Plex (Bio-Rad) i Bio-Plex Pro Human Cytokine Grp | Panel 27-Plex (Bio-Rad). Zestaw Bio-
Plex Pro TGF-B Panel 3-Plex pozwalal na okreslenie stgzenia: TGF-B1, TGF-B2 i TGF-B3.
Wszelkie czynno$ci byly wykonywane zgodnie z zaleceniami producenta. Przed
przystapieniem do testu do 50ul supernatantu medium kazdej badanej probki dodano 10ul 1N
HCI a nastepnie inkubowano mieszaning przez 30min w temperaturze pokojowej. Po uptywie
tego czasu zneutralizowano probki dodajac 10ul mieszaniny 1,2N NaOH/0.5 HEPES, potem
za§ dodano 130pul medium RPMI-1640 jako rozpuszczalnika. Na ptytke, na ktorej zostaty
dodane wczesniej magnetyczne kulki przeniesiono po 50ul rozcienczonych probek
1 inkubowano przez 2h. Kulki przemyto i ponownie inkubowano 1h z 25 pl przeciwciatem
wykrywajacym. Kulki nastgpnie ponownie przemyto i inkubowano z 50 pl 2 pg / ml
streptawidyny-fikoerytryny (SA-PE) rozcienczonej w buforze przez 30 minut. Kulki przemyto
ostatni raz i zawieszono w 125 pl buforu testowego do analizy za pomoca systemu Bio-Plex
200. Wszystkie testy przeprowadzono w temperaturze pokojowej i chroniono przed $wiattem.
Wszystkie etapy plukania przeprowadzono za pomocg buforu do ptukania

z automatyczng myjka do ptytek (stacja myjaca Bio-Plex Pro ™ II, Bio-Rad). Krzywe kalibracji
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ustalono za pomoca 9 kalibratorow w 2-krotnych seriach rozcienczen i wykorzystano
do okreslenia stgzenia biatek.
Przy uzyciu tej samej technologii zostat wykorzystany zestaw Bio-Plex Pro Human Cytokine

Grp | Panel 27-Plex, dzieki ktoremu zostat okre$lony poziom nast¢pujgcych cytokin:

o IL-IB o |L-15 e macrophage
e interleukin 1 o |IL-17 inflammatory
receptor antagonist e fibroblast growth protein  la (MIP-
o (IL-1ra) factor (FGF) la)
o IL-2 Eotaxin e MIP-1B
e IL-4 G-CSF o platelet-derived
e |L-5 e GM-CSF growth factor
e IL-6 e« IFN-y (PDGF-BB)
o IL-7 e interferon- e regulated on
o IL-8 inducible protein activation, normal
e IL-9 (IP)-10 T-cell  expressed
e IL-10 e monocyte and secreted
e IL-12(p70) chemoattractant (RANTES)
e IL-13 protein 1 (MCP-1) e TNF-a
o VEGF

Rowniez i w przypadku tego testu wszelkie czynno$ci byty wykonywane zgodnie z zaleceniami
producenta. Do wczeéniej dodanych i przemytych kulek magnetycznych dodano 50 pl probki
rozcienczonej w rozcienczalniku do probek przez 1 godzing. Kulki przemyto 1 inkubowano
z 25 pl przeciwciata wykrywajacego przez 30 minut. Kulki nastgpnie ponownie przemyto
i inkubowano z 50 ul 2 pg / ml streptawidyny-fikoerytheriny przez 10 minut. Kulki przemyto
ostatni raz i zawieszono w 125 ul buforu testowego do analizy za pomocg systemu Bio-Plex
200. Wszystkie testy przeprowadzono w temperaturze pokojowe;j i chroniono przed swiattem.
Wszystkie etapy ptukania rowniez przeprowadzono przy pomocy buforu do plukania
z automatyczng myjka do ptytek. Krzywe kalibracji ustalono za pomoca 9 kalibratorow
w 2-krotnych seriach rozcienczen i wykorzystano do okreslenia stezenia biatka.

Analize danych przeprowadzono w systemie Bio-Plex 200 w potaczeniu z oprogramowaniem

Bio-Plex Manager w wersji 6.1.1 przy uzyciu 5-parametrycznego (5-PL) nieliniowego modelu
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dopasowania krzywej regresji logistycznej (Bio-Rad). Zgodnie z informacja o multipleksowym
tescie immunologicznym Bio-Rad Bio-Plex (http://www.bio-rad.com/en-us/applications-
technologies/bio-plex-multiplex-immunoassay), w tym badaniu czulos¢ testu zdefiniowano
jako stezenie analitu odpowiadajgce medianie intensywnosci fluorescencji (MFI) tta plus dwa

odchylenia standardowe (SD) $redniego MFI tta.

4.3.9. lzolacja RNA

Komoérki z grupy kontrolnej oraz badanej, bezposrednio po zakonczeniu ekspozycji

zostaly zebrane metoda enzymatyczng by wykorzystac¢ je do izolacji RNA zestawem Total
RNA mini kit (AA Biotechnology), zgodnie z zaleceniami producenta. Komorki odklejano
trypsyna, przeptukiwano PBS, a nastepnie osad komorek lizowano odczynnikiem Fenozol Plus,
pipetujac oraz inkubujac proby w 50°C przez 5 min. Nastgpnie dodawano wode jalowsa
i inkubowano przez 5 min w celu wytracenia biatek i DNA. Proby wirowano przez 15 min
w 12000 rpm i do otrzymanego supernatant zawierajagcego RNA dodano w stosunku 1:1
izopropanol.
Probki naktadano na kolumny ze ztozem krzemionkowym i wirowano. RNA zwigzane
ze ztozem plukano 3 krotnie buforem pluczacym, a nastepnie eluowano z kolumny wodg wolng
od RNaz. Stezenie oczyszczonego RNA okre§lano w czytniku spektrofotometrycznym
DeNovix DS-11 Spectrofotometer, mierzac absorbancje przy dlugosciach fali 230, 260
i 280 nm. Slepa probe stanowita woda wolna od RNaz. Miarg czystosci kwasoéw nukleinowych
byt stosunek absobrancji (A) fali o dtugosci 260 nm do absobrancji fali 230 nm, oraz A 260/280.
Otrzymane RNA przechowywano w -80°C do czasu kolejnych analiz.

4.3.10. Analiza ekspresji genow metoda Real-Time-PCR

By przeprowadzi¢ reakcje Real-Time PCR koniecznym bylo przepisa¢ wyizolowany
RNA na cDNA.Synteze cDNA wykonywano przy pomocy zestawu TransScriba firmy AA
Biotechnology. Wyizolowany RNA (2,5 ng) inkubowano z uniwersalnymi starterami
oligo(dT)1s w temperaturze 65°C przez 5 minut w celu denaturacji matrycowego RNA.
Nastepnie dodawano odwrotng transkryptaze, inhibitor, mieszaning dNTP oraz bufor
reakcyjny. Nastepnie przeprowadzano reakcje odwrotnej transkrypcji przez 60 min w
temperaturze 42°C w objetosci 20 ul. Reakcje konczono przez podgrzewanie przez 5 min w

temperaturze 70°C. Wszystkie inkubacje przeprowadzano w termocyklerze T100 firmy Bio-
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Rad. Otrzymany cDNA wykorzystywano w Real-Time-PCR, w ktorej uzywano zestaw
Sensitive RT HS-PCR Mix SYBR.

Do analizy ekpresji genow: VEGFC, ADAM28, NCAM1 oraz dwdch gendéw referencyjnych:
GAPDH, RPL30 (sekwencja primerow zostala przedstawiona w Tabeli 1.) przygotowywano
ptytki 96-dotkowe o przezroczystych, cienkich $ciankach do ktérych dodawano odpowiednie
primery w stezeniu 1 pM, mieszaning Master Mix zawierajacg niespecyficzny barwnik SYBR
Greeni 1 pg cDNA uzyskanego w poprzedniej reakcji. Probe slepa stanowily probki w ktorych

zamiast cDNA dodawana byta woda wolna od nukleaz.

Tabela 1. Sekwencje wybranych primerow uzytych do badania RT-PCR.

Nazwa Forward primer Reverse primer

genu

GAPDH TGCACCACCAACTGCTTAGC GGCATGGACTGTGGTCATGAG

RPL30 ACAGCATGCGGAAAATACTAC AAAGGAAAATTTTGCAGGTTT

VEGFC AATCACACTTCCTGCCGATG TCTTGTTCGCTGCCTGACAC

ADAM28 GGCTGTTCAACCCCAAGAGATGAG TTTGGATTTGAGTCCTTAGGTGTAGAC
NCAM1 GGAATTAGAGGAGCAGGTCACTCTTAC GATGCTCTTCAGGGTCAGCGAC

Uzyskane roztwory umieszczano w termocyklerze CFX Connect Real-Time System firmy
Bio-Rad i przeprowadzano reakcje RT-PCR w warunkach: 95°C 20 s, 54°C 20 s, 72°C dla
GAPDH i VEGFC przez 35 cykli. Dla genow RPL30, ADAM28 i NCAM1 reakcj¢ RT-PCR
przeprowadzono w nastepujacych warunkach: 95°C 20 s, 58,5°C 20 s, 72°C przez 35 cyKli.
Barwnik SYBR Green emitowat $wiatto po zwigzaniu si¢ z nowopowstajagcymi niciami DNA,
az do momentu catkowitej zakonczenia reakcji.

Analize uzyskanych wynikow przeprowadzono w programie Microsoft Excel 2016 wedhug

zamieszczonych ponizej Wzorow:
1. Wyliczanie roznicy dla poszczegodlnych prob pomiedzy wartosciami Cq Real- Time
PCR przebiegajacej dla genu badanego (Cq genu badanego) i wybranego genu

referencyjnego (Cq ref).

ACq (proba nieznana) = Cq genu badanego — Cq ref
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2. Ze wszystkich prob dla danego genu byta wyciaggana $rednia (SrACq)

ACql + ACq2 + -+ ACqn
n

Srednia ekspresja =

3. Obliczanie znormalizowanej warto$ci wzglednego poziomu ekspresji badanego genu

w probie nieznanej badanej wzgledem kalibratora genu referencyjnego

R= 2—érACq

4.4.  Analiza statystyczna

Ze wzgledu na to, ze uzyskane zbiory danych sg rozne, wymagaty one zastosowania
odpowiednio dobranych testow. Ocena dystrybucji danych za pomoca testu Shapiro-Wilka
wykazata rozktad normalny uzyskanych wynikow. Statystyczna ocena uzyskanych wynikéw
zostata przeprowadzona przy pomocy dwustronnej analizy wariancji (ANOVA) dla wynikow
badan cytometrycznych, analizy wynikow migracji, inwazji oraz RT-PCR zostata
przeprowadzona z uzyciem testu t-Studenta. Ocena dystrybucji analizy stezen cytokin
i chemokin oraz wielkosci sfer w badaniu wiszacej kropli wykazata rozktad nienormalny,
dlatego do analizy wynikow zostat uzyty test Mann-Whitney’a. Wyniki przedstawiono jako
$rednig + odchylenie standardowe. Wyniki na poziomie p<0,05 uznano za statystycznie istotne.
Do przeprowadzenia obliczen statystycznych uzyto oprogramowania GraphPad Prism ver. 7
(La Jolla, CA, USA) oraz Microsoft Excel 2016. W opisach wynikow wyrazenie ,,w stosunku
do kontroli” oznacza kontrole wewnetrzng, ktorg jest dana populacja komoérek niepoddana

ekspozycji na PEM.
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5.

Schemat badan

Zalozenie hodowli czterech badanych linii

Podzial hodowli komorek do plytek 6-dotkowych
I

|

Ekspozycja na PEM

v

Brak ekspozycji na PEM

I

Piaty dzien po zakonczeniu ekspozycji:
* Ocena zywotnosci
* Analiza cytometryczna
o Apoptozy i nekrozy
o Cykl komoérkowy
o Ilo$¢ wyprodukowanych ROS
Ocena zdolnosci przerzutowych (test wiszacej kropli)
* Ocena zdolno$ci migracji 1 inwazji

* Analiza ilosci wyprodukowanych cytokin i chemokin z nadsaczy

Izolacja RNA — analiza ekspresji genow metoda RT-PCR

l

Analiza danych

I

Wnioski
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6. Wyniki

6.1. Wplyw promieniowania elektromagnetycznego o niskiej czestotliwosci
na morfologi¢ oraz zywotno$¢ komorek

Ekspozycja na PEM o niskiej czestotliwo$ci nie miato wplywu na morfologie
oraz kurczenie si¢ komoérek. W celu zbadania wplywu ekspozycji na PEM o0 niskiegj
czestotliwo$ci na tempo wzrostu komorek, okreslono zywotnos¢ komorek po 72h
od zakonczonej ekspozycji na PEM. Dla tego badania zostal uzyty test In vitro TOXS
z rezasuryng. Na podstawie uzyskanych wynikdw, z uzyciem wzoru przedstawionego
w podpunkcie 4.3.2. zostat obliczony procent zywotno$ci komorek. Zauwazono, ze zywotno$¢
komorek nowotworowych poddanych na ekspozycj¢ PEM jest mniejsza w stosunku do grupy

kontrolnej, natomiast zywotnos¢ liniit HEK293 jest wigksza w poréwnaniu do kontroli.

6.2.  Analiza cytometryczna: cykl komorkowy oraz apoptoza i nekroza komorek

Przy pomocy analizy cytometrycznej w pigtym dniu po zakonczeniu ekspozycji
na PEM, wykazano, ze w liniach komoérek nowotworowych poddanych ekspozycji na PEM
o niskiej czestotliwosci populacja komorek G1 byla wigksza, za$ populacja G2 mniejsza
w poréwnaniu do komorek tej samej linii nie poddanej na ekspozycje (grupa kontrolna).
Rycina 10 i 11 przedstawiaja przyktadowe histogramy pomiaru iloéci DNA w badanych liniach
komorkowych. Analiza cytometryczna pozwolita na procentowe okreslenie ilosci komoérek

w fazie G1, G2 oraz S (rycina 12).
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Rycina 7. Przyktadowe wykresy gestosciowe przedstawiajace analiz¢ cyklu komérkowego badanych linii: a) analiza probki z grupy kontrolnej HEK293; b) probka z grupy badanej linii HEK293; ¢)
analiza probki z grupy kontrolnej Cakil, d) probka z grupy badanej linii Cakil.

42



| e riaa) 757 pam3 004)
Fane b oot TIEITED) (o7 pemizes)

., |

i \
|

» ‘Q\
)
LRI M
PO PP o0 . r’ R od ek b ot e L e
A e o e
L] ™ " e 10¢ Aea
n2a
G D & ML & MR N 01 e mAs oron (O 1% T |® @ Tanlas oo wret 840

Dpoe 40418 414 5145 MACT A3 1273 MES 198 10890 1 Ogbe SN 540 TMIA WOEL 300 434 EI 130 10800 137

[ mose)

SECM

iz e e e o)
FSOH |
[ree 1 224) [Fie 1 5%4) [786:0 pema 504
= 1 an
M1
a1 ” i

9.9

t. 5o
g
¢ bl
' J -
etV R b WEF e e s AN ,*:;N\M__‘.Aﬁl % = e 1024
. B 2 ol
: - = :

A2A
3 1024 % 2 760 1034 b
R n2A
o [0t @ | 2
Cyoe ot |wor R |%a2 %3 |02t |wrem [0an o (0 (% e (R I% xaz w5 [0 | wrew [0a0

Opod Y738 $23 (s634 S3641 443 2090 2076 183 (10000 288 Dpioe 4B84s 470 6179 94243 37 731 3000 (184 10000 000

Rycina 8. Przyktadowe wykresy gestosciowe przedstawiajace analiz¢ cyklu komorkowego badnaych linii: a): analiza probki z grupy kontrolnej 769-P; b) probka z grupy badanej linii 769-P; c)
analiza probki z grupy kontrolnej 786-0; d) probka z grupy badane;j linii 786-O
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Rycina 9. Wyniki analizy cytometrycznej faz cyklu komoérkowego pod wptywem ELF-EMF. Dane zaprezentowane jako $rednia + odchylenie standardowe: * - p<0,05, ** - p<0,005,*** - p<0,001,
*kk*k
p<0,0001
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Uzyskane dane wskazuja takze na to, ze promieniowanie elektromagnetyczne o niskiej

czestotliwosci hamuje proliferacje komorek nowotworowych co prowadzi do $mierci komorek

ccRCC.

Takze w 5 dniu po zakonczonej ekspozycji, komoérki zostaty poddane analizie cytometrycznej
w celu okreslenia rodzaju $mierci komorkowej wykorzystujac podwojne barwienie komorek

jodkiem propidyny (PI) i aneksyna V.

Rycina 13 przedstawia reprezentatywne wykresy gestosciowe i sposob bramkowania populacji

wczesno 1 pdznoapoptotycznej badanych linii komorkowych.
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Rycina 10. Przyktadowe wykresy gestosciowe przedstawiajace analiz¢ nekrozy oraz apoptozy badanych komorek: a) gorny rzad analiza probki z grupy kontrolnej HEK293, dolny rzad probka z
grupy badanej linii HEK293; b) gérny rzad analiza probki z grupy kontrolnej Cakil, dolny rzad probka z grupy badanej linii Cakil; ¢) gorny rzad analiza probki z grupy kontrolnej 769-P, dolny
rzad probka z grupy badanej linii 769-P; d) gérny rzad analiza probki z grupy kontrolnej 786-0O, dolny rzad probka z grupy badanej linii 786-O
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PEM ktore indukowato zatrzymanie komorek w fazie G1, skutkowato zwigkszeniem liczby
komorek wezesnie apoptycznych oraz zmniejszeniem liczby zywych komoérek w linii 786-O
(rycina 13d). Pomimo, ze w pozostalych liniach ccRCC zmiany w populacji komorek byty

podobne nie wykazano zadnych istotnie statystycznie roznic.

Wykresy stupkowe (Rycina 14) przedstawiajg dane otrzymane z oceny wykresow

gestosciowych w 9 powtorzeniach kazdej linii poddanej oraz nie poddanej na ekspozycje PEM.
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Rycina 11. Wyniki analizy cytometrycznej apoptozy komorek pod wptywem ELF-EMF. Dane zaprezentowane jako srednia + odchylenie standardowe: * - p<0,05.



Nie zauwazono istotnie statystycznie réznic w linii HEK293, co wskazywatoby na to, ze PEM
o niskiej czestotliwosci nie ma wptywu na proliferacj¢ oraz zywotno$¢ zdrowych komorek

nerki.

6.3.  Produkcja reaktywnych form tlenu w komorkach poddanych ekspozycji
ELF-EMF

Badania naukowe wykazaty, ze ROS posredniczg w dziataniu ELF-EMF w uktadach
biologicznych (72,96,97). Aby oceni¢ udziat ROS w efektach biologicznych ELF-EMF,
zmierzyliSmy wewnatrzkomorkowe ROS w komoérkach HEK293, 786-0O, 769-P i Cakil
poddanych dziataniu ELF-EMF w poréwnaniu do kontroli oraz komodrek badanych linii
inkubowanych przez 2h z H20.. 110$¢ reaktywnych form tlenu zostata okreslona przy pomocy
sond  fluorogennych  CellROX  Green Reagent (Thermo  Fisher,  Polska).
Zauwazono, ze komorki poddane promieniowaniu elektromagnetycznemu wydzielaja znacznie

wigcej ROS w poréwnaniu do grupy kontrolnej (rycina 15). Dotyczylo to takze linii HEK293.
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Rycina 12. Wyniki analizy cytometrycznej % wyprodukowanych reaktywnych form tlenu pod wptywem ELF-EMF.
Dane zaprezentowane jako $rednia + odchylenie standardowe: **** p<0,0001
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6.4. Wplyw promieniowania na agregacj¢ komorek

Test wiszacej kropli jest prosta, nie wymagajaca specjalistycznego sprzetu metoda
uzywang do badania formowan wigzan migdzykomoérkowych i adhezji komorek do podioza
(z ang. extracellular matrix -ECM, macierz zewnatrzkomérkowa). Spojno$¢ komorek i adhezja
komoérek-ECM sa podstawa badan nad rozwojem embrionalnym, oddzialywaniem komorek
nowotworowo-zrebowych w inwazji ztosliwej, gojeniu si¢ ran i zastosowaniach w inzynierii
tkankowej. Metoda ta zapewnia tatwy sposdb wytwarzania tkankowych agregatow
komoérkowych do pomiaru wilasciwosci biomechanicznych lub do analizy molekularnej
i biochemicznej w fizjologicznie odpowiednim modelu. Formowanie sferoidu badz warstwy
komorek nastgpuje zazwyczaj w ciggu 24 godzin. Proces ten moze trwac jednak dtuzej,
w zaleznosci od typu badanych komorek. Na rycinach 13, 14, 15 i 16 przedstawione zostaty
zdjecia zrobione po 24, 48 i 72 h godzinach hodowli badanych linii komdorkowych z grupy

kontrolnej oraz badanej w wiszacych kroplach.

We wszystkich badanych liniach zostata zmierzona wielko$¢ $rednicy ,,sferoidu”, z uzyciem
oprogramowania DLT-Cam Viewer, okreslono rdoznice statystyczne pomiedzy grupa badang

a kontrolng w kazdej godzinie badania (rycina 17)

Po 72 h w kroplach komoérek poddanych ekspozycji na PEM utworzyly si¢ ciasniejsze agregaty
komorkowe we wszystkich badanych liniach, powstata takze mniejsza liczba sfer
w porownaniu do grupy kontrolnej. W przypadku linii nowotworowych kontrolnych (786-
0,769-P i Cakil niepoddanych ekspozycji na PEM) ciasne agregaty nie powstaly nawet w 72h

badania. Do$wiadczenie zakonczono po uptywie 72h.
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Rycina 13. Linia HEK293 w hodowli wiszacej kropli. Zdjecia A, B i C przedstawiajg komérki HEK293 z grupy kontrolnej odpowiednio po 24, 48 i 72h od poczatku zatozenia hodowli. Zdjgcia

D, E i F przedstawiaja komorki HEK293 poddane ekspozycji PEM odpowiednio po 24, 48 i 72h od zatozenia hodowli. Zdjecia wykonane przy pomocy mikroskopu Delta-Optical 1B-100,
powigkszenie 4x.
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Rycina 14. Linia Cakil w hodowli wiszacej kropli. Zdjecia A, B i C przedstawiaja komorki Cakil z grupy kontrolnej odpowiednio po 24, 48 i 72h od poczatku zatozenia hodowli. Zdjgcia D, E

i F przedstawiaja komorki Cakil poddane ekspozycji PEM odpowiednio po 24, 48 i 72h od zatozenia hodowli. Zdjecia wykonane przy pomocy mikroskopu Delta-Optical 1B-100, powigkszenie
4x.
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Rycina 15. Linia 786-O w hodowli wiszacej kropli. Zdjecia A, B i C przedstawiaja komorki 786-O z grupy kontrolnej odpowiednio po 24, 48 i 72h od poczatku zatozenia hodowli. Zdjgcia D, E

i F przedstawiaja komorki 786-O poddane ekspozycji PEM odpowiednio po 24, 48 i 72h od zatozenia hodowli. Zdjecia wykonane przy pomocy mikroskopu Delta-Optical I1B-100, powigkszenie
ax
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Rycina 16. Linia 769-P w hodowli wiszacej kropli. Zdjgcia A, B i C przedstawiaja komorki 769-P z grupy kontrolnej odpowiednio po 24, 48 i 72h od poczatku zatozenia hodowli. Zdjgcia D, E
i F przedstawiajg komork 769-P poddane ekspozycji PEM odpowiednio po 24, 48 i 72h od zatozenia hodowli. Zdjecia wykonane przy pomocy mikroskopu Delta-Optical 1B-100, powigkszenie 4x
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Rycina 17. Analize $rednicy sferoidu przeprowadzono w 24, 48 i 72h, $rednie wartosci $rednic ,,sfer” przedstawiono na wykresie. Analize przeprowadzono za pomoca oprogramowania DLT-Cam
Viewer, a pomiary wykonano z dwdch niezaleznych eksperymentéw w dziewieciu powtorzeniach. (*- p<0,05; *** - p<0,0005)
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6.5.  Zdolnosci do migracji i inwazji komodrek poddanych na PEM o niskiej
czestotliwosci

Badanie migracji komoérek w badaniach nad nowotworami jest szczegélnie interesujace,
poniewaz jedng z glownych przyczyn Smierci pacjentdow z nowotworami jest zwigzana
z progresja przerzutoéw. Aby nowotwory mogly si¢ rozprzestrzeniaé w organizmie, komorki
rakowe musza migrowac i przedostac si¢ przez macierz zewnatrzkomorkowa by nastepnie
przej$¢ do krwiobiegu, przyczepic¢ si¢ do odleglego miejsca i ostatecznie wynaczynié, tworzac
odlegte ognisko. Test migracji i inwazji sg testami ktore pozwalajg na ocen¢ zdolnosci
przerzutowych komorek nowotworowych. Oba testy mozna wykorzystywa¢ do analizy
zdolnosci pojedynczych komorek do kierunkowej odpowiedzi na rézne chemoatraktanty,
niezaleznie od tego, czy sa to chemokiny, czynniki wzrostu, lipidy czy nukleotydy. Pozwalaja
réwniez oceni¢ zdolnos¢ migracyjng spowodowang nadekspresja receptorow. Za pomoca tych
testow mozna ponadto okreslic tryb migracji komorek i zdolnos¢ komoérki do inwazji
na matryc¢ 3-D. Ocen¢ wptywu PEM na migracj¢ oraz inwazj¢ komorek prawidtowych oraz
komorek raka jasnokomoérkowego nerki przeprowadzono za pomocg testu opracowanego przez
Justus i in. (93). Ocena zdolnosci inwazyjnych zostata zbadana z wykorzystaniem tych samych
insertOw co w tescie migracji jednak membrany byly pokryte Matrigel. By okresli¢ roznice
w zdolno$ciach przerzutowych przy pomocy mikroskopu Delta Optical IB-100 zostaty
policzone komorki, ktore przemigrowaty w kierunku chemoatraktantu jakim byta pozywka
z 10% FBS. PEM o niskiej czestotliwos$ci znacznie hamowal zdolno$ci migracyjne oraz
inwazyjne komorek nowotworowych, nie zmieniajac tych wiasciwosci w komorkach

zdrowych.
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Rycina 18. Liczba komoérek migrujacych w kierunku chemoatraktantu (Srednia z 5 pél przy catkowitym powiekszeniu 100x).
(*** - p<0,0005; **** - p<0,00005).

6.6. Ekspresja genéw VEGFC, ADAM28 i NCAM1

By okresli¢ ekspresje pieciu genow (VEGFC, ADAM28, NCAM1, RPL30 i GAPDH)
z badanych lini1 komérkowych hodowanych w 2 réznych warunkach (komorki nie poddane
ekspozycji, komorki poddane ekspozycji na PEM) wyizolowano najpierw RNA. Nastepnie
przy pomocy reakcji odwrotnej transkrypcji otrzymano ¢cDNA na ktérym przeprowadzono

Real-Time PCR uzywajac znacznika fluoresencyjnego SYBRGreen.

Jako gen referencyjny zostal wybrany RPL30, poniewaz poziomy ekspresji GAPDH zmienialy
si¢ istotnie w roznych badanych liniach komoérkowych a takze pomiedzy poszczegdlnymi
powtorzeniami, CO potwierdza doniesienia de Jonge i wsp, ze RPL-30 jest bardziej stabilnym

genem referencyjnym (98).

Roznice pomiedzy warunkami hodowlanymi badano przy pomocy testu t-Studenta. Dane
reprezentujg znormalizowang ilo$¢ genu docelowego w stosunku do kontroli, ktérg uwaza si¢

za warto$¢ rowna 1 (rycina 22).

Ekspresja NCAM1 malata we wszystkich badanych liniach po ekspozycji na ELF-EMF,
w HEK293 i 786-0 zostata potwierdzona statystycznie istotna réznica (p<0,05 dla HEK293,
p<0,00005 dla 786-0).
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Ekspresja ADAM28 byta wyciszana tylko w pierwotnych liniach nowotworowych i w obu
ekspresja znacznie malata po PEM (p<0,005 dla 786-0O i p<0,05 dla 769-P). W HEK293 oraz
Cakil nie zostala odnotowana jakakolwiek  ekspresja tego genu nawet

w grupie kontrolnej.

Znaczny wzrost ekspresji geny VEGFC zostal odnotowany w linii 769-P poddanej
promieniowaniu elektromagnetycznemu (prawie 9-krotnie podwyzszona ekspresja, p<0,05).

W pozostatych liniach ekspresja VEGFC byta wyciszana.
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Rycina 19. Wptyw pola elektromagnetycznego o niskiej czestotliwo$éi na ekspresje genow ADAM29, NCAM1 i VEGFC. (* - p<0,05, ** - p<0,005, ***** - p<0,00005)
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6.7.  Analiza st¢zenia cytokin i chemokin w nadsaczach znad hodowli komérkowych

badanych linii

Analiza st¢zenia cytokiny IL-2 po 5 dniach ekspozycji linii komérkowej HEK293,
769-P, 786-O i Cakil z obu grup (kontrolnej oraz badanej), wykazata nizsze st¢zenie IL-2
w nadsgczach z hodowli komoérek w linii 769-P i 786-O w stosunku do kontroli. Jednak mimo

to nie wykazano zadnych statystycznie istotnych roznic. Wyniki przedstawiono na Rycinie 23.

30+

20

Srednie stezenie cytokiny IL-2 [pg/ml]

&
Test Mann-Whitney Roznica srednich 95% przedziat ufnosci Istotnosc statystyczna? Wartosc p
HEK293 kontrola vs HEK293 badana 0 brak Nie >0,9999
769-P kontrola vs 769-P badana -1,51 -16,88 - 11.24 Nie 0,8413
786-0 kontrola vs 786-0 badana -0,03 -7,37-441 Nie 0,7429
Cakil kontrola vs Cakil badana 0 brak Nie >0,9999

Rycina 20. Wyniki analizy st¢Zenia IL-2 w nadsaczach z hodowli komérkowych po 5 dniach ekspozycji na PEM. Wyniki przedstawione w pg/mL
jako $rednia + odchylenie standardowe
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Analiza stezenia cytokiny IL-6 po 5 dniach ekspozycji linii komdrkowej HEK293, 769-P,
786-O i Cakil z obu grup (kontrolnej oraz badanej), wykazata nizsze st¢zenie IL-6
w nadsaczach z hodowli komorek w linii 769-P i 786-O w stosunku do kontroli, za§ wyzsze
w linii Cakil w stosunku do kontroli. Tutaj réwniez nie wykazano zadnych statystycznie

istotnych roznic. Wyniki przedstawiono na Rycinie 24.
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Test Mann-Whitney Roznica srednich 95% przedziat ufnosci Istotnosc statystyczna? Wartosc p
HEK293 kontrola vs HEK293 badana 0 brak Nie >0,9999
769-P kontrola vs 769-P badana -62.83 -86,19 — 94.06 Nie >0,9999
786-0 kontrola vs 786-0 badana -2,39 -11,34-5,02 Nie 0,4206
Cakil kontrola vs Cakil badana -0,95 -10.35-7.71 Nie 0,8413

Rycina 21. Wyniki analizy stezenia IL-6 w nadsaczach z hodowli komoérkowych po 5 dniach ekspozycji na PEM. Wyniki przedstawione w pg/mL
jako $rednia + odchylenie standardowe
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Analiza st¢zenia chemokiny IL-8 po 5 dniach ekspozycji linii komorkowej HEK293, 769-P,
786-0O i Cakil z obu grup (kontrolnej oraz badanej), wykazata nizsze st¢zenie, nieistotnie
statystycznie, 1L-8 w nadsaczach z hodowli komorek w linii 769-P i 786-O w stosunku
do kontroli, za$ wyzsze, rowniez nieistotne statystycznie, w linii Cakil w stosunku do kontroli.

Wyniki przedstawiono na Rycinie 25.
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Test Mann-Whitney Roznica srednich 95% przedziat ufnosci Istotnosc statystyczna? Wartosc p
HEK293 kontrola vs HEK293 badana 11,02 -18,45-29,13 Nie 0,4127
769-P kontrola vs 769-P badana 173,9 -2825 — 3353 Nie 0,5476
786-0 kontrola vs 786-0 badana -394,5 -920,8 -375,1 Nie 0,4206
Cakil kontrola vs Cakil badana 173,7 -482,1-513,6 Nie 0,8413

Rycina 22. Wyniki analizy stezenia IL-8 w nadsaczach z hodowli komorkowych po 5 dniach ekspozycji na PEM. Wyniki przedstawione w pg/mL
jako $rednia + odchylenie standardowe
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Analiza stezenia cytokiny IL-9 po 5 dniach ekspozycji linii komérkowej HEK293, 769-P, 786-
O i Cakil z obu grup (kontrolnej oraz badanej), wykazala nizsze stgzenie IL-9
w nadsgczach z hodowli komorek w linii 769-P, 786-0 i Cakil w stosunku do kontroli. Jednak

mimo to nie wykazano, zadnych statystycznie istotnych roznic. Wyniki przedstawiono

na Rycinie 26.
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Test Mann-Whitney Roznica srednich 95% przedziat ufnosci Istotnosc statystyczna? Wartosc p
HEK293 kontrola vs HEK293 badana 0 0-2,05 Nie >0,9999
769-P kontrola vs 769-P badana -1,05 -9,05-5,22 Nie 0,5873
786-0 kontrola vs 786-0 badana -2,08 -3,81-1,38 Nie 0,2381
Cakil kontrola vs Cakil badana -0,865 -2,41-0,34 Nie 0,1429

Rycina 23. Wyniki analizy stezenia IL-9 w nadsaczach z hodowli komoérkowych po 5 dniach ekspozycji na PEM. Wyniki przedstawione w pg/mL
jako $rednia + odchylenie standardowe
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Analiza st¢zenia cytokiny TNF-a po 5 dniach ekspozycji linii komorkowej HEK293, 769-P,
786-0 i Cakil z obu grup (kontrolnej oraz badanej), wykazata nieistotne statystycznie réznice
w stezeniu stgzenie TNF-a w nadsaczach — nizsze z hodowli komorek w linii HEK293, 769-P
i 786-O w stosunku do kontroli i wyzsze w linii Cakil w stosunku do kontroli. Wyniki

przedstawiono na Rycinie 27.
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Test Mann-Whitney Roznica srednich 95% przedziat ufnosci Istotnosc statystyczna? Wartosé p
HEK293 kontrola vs HEK293 badana -1,06 -2.48-143 Nie 0,6032
769-P kontrola vs 769-P badana -27,48 -217,7-99,31 Nie 0,6905
786-0 kontrola vs 786-0 badana -4,5 -49,78 — 32,95 Nie 0,5476
Cakil kontrola vs Cakil badana 0,71 -0,7-1,43 Nie 0,3651

Rycina 24. Wyniki analizy stezenia TNF-o w nadsaczach z hodowli komérkowych po 5 dniach ekspozycji na PEM. Wyniki przedstawione w pg/mL
jako $rednia + odchylenie standardowe

64



Analiza stezenia cytokiny TGF-B1 po 5 dniach ekspozycji linii komoérkowej HEK293, 769-P,

786-0 1 Cakil z obu grup (kontrolnej oraz badanej), wykazata statystycznie nizsze stezenie
TGF-B1w nadsaczach z hodowli komorek w linit HEK293 (x =519 + 95,54, X = 282,5 + 33,66)
i Cakil (x = 158,1 = 19,74, X = 115,3 + 3,067). W linii 769-P i 786-O réwniez zanotowano

spadek stezenia cytokiny, nie potwierdzono jednak statystycznie istotnych roznic. WyniKi

przedstawiono na Rycinie
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Test Mann-Whitney Roznica srednich 95% przedziat ufnosci Istotnosc statystyczna? Wartosc p
HEK293 kontrola vs HEK293 badana -219,3 -3346--79.87 Tak 0,0079
769-P kontrola vs 769-P badana 0 -29,59-5,37 Nie 0,8333
786-0 kontrola vs 786-0 badana -5,38 -12,1-29,62 Nie 0,6508
Cakil kontrola vs Cakil badana -48 53 -64,76 —-16,15 Tak 0,0079

Rycina 25. Wyniki analizy stezenia TGF-B1 w nadsaczach z hodowli komoérkowych po 5 dniach ekspozycji na PEM

jako $rednia = odchylenie standardowe
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Analiza stezenia cytokiny RANTES po 5 dniach ekspozycji linii komorkowej HEK293, 769-P,
786-0 i Cakil z obu grup (kontrolnej oraz badanej), wykazala nizsze, niesitstne statystycznie
stezenie RANTES w nadsaczach z hodowli komodrek w linii 769-P i Cakil w stosunku
do kontroli, za§ wyzsze, rOwniez nieistotne statystycznie, w linii 786-O w stosunku do kontroli.

Wyniki przedstawiono na Rycinie 29.
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Test Mann-Whitney Roznica srednich 95% przedziat ufnosci Istotnosc statystyczna? Wartosc p

HEK293 kontrola vs HEK293 badana 0 -0,23-0,23 Nie >0,9999
769-P kontrola vs 769-P badana -8,25 -79,07 - 30,68 Nie 0,5476
786-0 kontrola vs 786-0 badana -1,04 -8,27-21,14 Nie 0,7381
Cakil kontrola vs Cakil badana -0,47 -12,87-8,5 Nie 0,,8889

Rycina 26. Wyniki analizy stezenia RANTES w nadsgczach z hodowli komérkowych po 5 dniach ekspozycji na PEM. Wyniki przedstawione w pg/mL
jako $rednia + odchylenie standardowe
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Analiza st¢zenia cytokiny GM-CSF po 5 dniach ekspozycji linii komorkowej HEK293, 769-P,
786-O i1 Cakil z obu grup (kontrolnej oraz badanej), wykazata nizsze st¢zenie GM-CSF
w nadsaczach z hodowli komorek w linii 769-P w stosunku do kontroli, za§ wyzsze w linii
786-0 i Cakil w stosunku do kontroli. Nie wykazano, zadnych statystycznie istotnych roznic.

Wyniki przedstawiono na Rycinie 30.
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Test Mann-Whitney Roznica srednich 95% przedziat ufnosci Istotnosc statystyczna? Wartosc p
HEK293 kontrola vs HEK293 badana 0 brak Nie >0,9999
769-P kontrola vs 769-P badana 10,24 -67,37 — 46,99 Nie >0,9999
786-0 kontrola vs 786-0 badana 0,705 -2,71-3,52 Nie 0,7302
Cakil kontrola vs Cakil badana 452 -6,91-39,55 Nie 0,,5476

Rycina 27. Wyniki analizy stezenia GM-CSF w nadsaczach z hodowli komérkowych po 5 dniach ekspozycji na PEM. Wyniki przedstawione w pg/mL
jako $rednia + odchylenie standardowe
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Analiza st¢zenia cytokiny MCP-1 po 5 dniach ekspozycji linii komérkowej HEK293, 769-P,
786-O 1 Cakil z obu grup (kontrolnej oraz badanej), wykazata nizsze stezenie MCP-1
w nadsaczach z hodowli komorek w linii 769-P, 786-0 i Cakil w stosunku do kontroli. Takze

i w przypadku tej cytokiny nie wykazano statystycznie istotnych roznic. Wyniki przedstawiono

na Rycinie 31.
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Test Mann-Whitney Roznica srednich 95% przedziat ufnosci Istotnosc statystyczna? Wartosc p
HEK293 kontrola vs HEK293 badana 0 -8,56 -5,4 Nie >0,9999
769-P kontrola vs 769-P badana 34,24 -1016 - 1100 Nie 0,8413
786-0 kontrola vs 786-0 badana 28,4 -2186 - 1823 Nie 0,6905
Cakil kontrola vs Cakil badana -16,32 -123,4—-42,53 Nie 0,,3095

Rycina 28. Wyniki analizy stezenia M-CSF w nadsgczach z hodowli komérkowych po 5 dniach ekspozycji na PEM. Wyniki przedstawione w pg/mL
jako $rednia + odchylenie standardowe.
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Analiza stezenia cytokiny IFN-y po 5 dniach ekspozycji linii koméorkowej HEK293, 769-P,
786-0 i Cakil z obu grup (kontrolnej oraz badanej), wykazata nieistotnie statystycznie wyzsze
stezenie IFN-y w nadsgczach z hodowli komorek w linii 769-P i 786-O w stosunku do kontroli.

Wyniki przedstawiono na Rycinie 32.
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Srednie stezenie cytokiny IFN-y [pg/ml]

>
Test Mann-Whitney Roznica srednich 95% przedziat ufnosci Istotnosc statystyczna? Wartosc p
HEK293 kontrola vs HEK293 badana 0 -1,03-2,88 Nie >0,9999
769-P kontrola vs 769-P badana 34,24 -34-38,19 Nie 0,8413
786-0 kontrola vs 786-0 badana 1,58 -42 99 - 47,14 Nie >0,9999
Cakil kontrola vs Cakil badana 0 brak Nie > 0,9999

Rycina 29. Wyniki analizy stezenia IFN-y w nadsgczach z hodowli komdorkowych po 5 dniach ekspozycji na PEM. Wyniki przedstawione w pg/mL
jako $rednia + odchylenie standardowe.
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Analiza stezenia cytokiny MIP-1b po 5 dniach ekspozycji linii komoérkowej HEK293, 769-P,
786-O i Cakil z obu grup (kontrolnej oraz badanej), wykazata wyzsze stgzenie MIP-1b
w nadsaczach z hodowli komoérek w linii 769-P i Cakil, za$ nizsze w 786-O w stosunku

do kontroli. Mimo to nie wykazano statystycznie istotnych réznic. Wyniki przedstawiono

na Rycinie 33.
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Test Mann-Whitney Roznica srednich 95% przedziat ufnosci Istotnosc statystyczna? Wartosc p
HEK293 kontrola vs HEK293 badana 0 brak Nie >0,9999
769-P kontrola vs 769-P badana 0,45 -3,76 4,61 Nie 0,6905
786-0 kontrola vs 786-0 badana -1,07 -2,29-1,01 Nie 0,1984
Cakil kontrola vs Cakil badana 0,77 -2,55-20,6 Nie 0,7714

Rycina 30. Wyniki analizy stezenia MIP-1b w nadsaczach z hodowli komérkowych po 5 dniach ekspozycji na PEM. Wyniki przedstawione w pg/mL
jako $rednia + odchylenie standardowe.

Analiza stgzen wszystkich wybranych cytokin oraz chemokin, wykazata, ze sekrecja
wigkszosci analitow w badanych liniach zar6wno w grupie kontrolnej jak i badanej, jest bardzo

niska (przedstawiony w tabeli 2), badZ praktycznie w ogdle nie byty wykrywalne.
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Tabela 2. Lista cytokin oraz chemokin, ktorych sekrecja byta na niskim poziomie.

Linia komoérkowa

Badana cytokina/ chemokina w grupie

basic, G-CSF, IP-10, PDGF-bb

kontrolnej badanej
HEK 293 IL-1B, IL-1ra, IL-17, IFN-y, MCP-1 IL-5, IL-9, IL-10, G-CSF,
IFN-y, MCP-1, MIP-1b, RANTES,
VEGF
Cakil TGF-B2, IL-7, VEGF IL-7, FGF basic
786-0 IL-4, IL-5, IL-17, FGF basic, VEGF IL-7, eotaxin, FGF basic, VEGF
769-P TGF-B3, IL-1B, IL-1ra, IL-17, FGF | TGF-B3, IL-5, IL-17, FGF basic, G-

CSF, IP-10, PDGF-bb
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6. Dyskusja

Od wielu lat wsrod badaczy toczy si¢ dyskusja dotyczaca roli jaka odgrywa pole
elektromagnetyczne o0 niskich czestotliwo$ciach na komorki nowotworowe. Zostaty
zastosowane rozne metody oraz modele badawcze, jednak osiggnicte rezultaty sa dosé
kontrowersyjne oraz niestety rozbiezne. Liczne badania wykazaty, ze narazenie na ELF-EMF
moze powodowaé roézne zmiany na poziomie komorkowym takze w komorkach
nowotworowych. Jedank jak juz wspomnialam na poczatku swojej pracy, nie ma dotychczas
publikacji nt. wptywu PEM o niskiej czestotliwo$ci na komorki jasnokomorkowego raka nerki.
W mojej pracy postanowitam wiec zbada¢ wptyw pola elektromagnetycznego o czgstotliwosci
50Hz na morfologi¢ oraz aktywnos$¢ komorek ccRCC in vitro.

By okres§lic wptyw wybranego modelu badawczego pola elektromagnetycznego
postanowiatam rozpoczaé od wykrycia ewentualnych zmian morfologicznych w badanych
liniach komérkowych. W przeprowadzonym badaniu nie zaobserwowatam widocznych zmian
ani w wielkosci, ani w ksztatcie badanych komoérek nowotworowych. Rezaire-Taviraini i in.
w swojej pracy postuluja, ze PEM o czestotliwosci S0Hz wplywa na morfologie komorek
SH-SYS5Y (linia komorkowa nerwiaka zarodkowego) jednak bez podania konkretnych réznic.
Badacze w swojej pracy starajg si¢ przekonac, iz rdznice wynikaja ze zmienionej ekspresji
genow (99). Doktadniejsze badania cytoszkieletu komorek poddanych ekspozycji na ELF-EMF
najpewniej wykazalyby czy istotnie nastgpity zmiany w ich morfologii, cho¢ prawdopodobnie
roéznic nalezatoby szukac W macierzy zewnatrzkomorkowe;.
W przeprowadzonych przeze mnie badaniach in vitro linia HEK293 uznawana za lini¢
,»zdrowej” nerki nie zmienita swojego ksztattu i wielkosci. Badania Lai i in. rowniez nie
wykazaty morfologicznych oraz histologicznych zmian w budowie nerki szczurow poddanych
na ekspozycje ELF-EMF. Dodatkowo badania biochemiczne nie wykazaly zmian
w funkcjonowaniu nerek badanych zwierzat (100).

Badane przeze mnie parametry ELF-EMF, powodowaly zatrzymanie komorek
nowotworowych w fazie G1 cyklu komérkowego, skutkujac tym samym zwigkszeniem liczby
komorek wczesnie apoptycznych oraz zmniejszeniem liczby zywych komoérek w linii 786-O.
Z kolei Monache i in. w swoich badaniach otrzymali sprzeczne rezultaty ttumaczac je tzw
hipotezg ,,biologicznego okna” efektow PEM, a zwlaszcza hipoteza ,,okna amplitudy” (101).
Zgodnie z tg teorig sugerujg oni o istnieniu ,,0kreslonych dozwolonych” poziomoéw, ktore

biosystemy mogg osiggnagé pod wplywem PEM. Jest to rowniez zwigzane ze stanem
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metabolicznym komorek. Ponadto odpowiedz systemow biologicznych, ktore sg w rdznych
warunkach metabolicznych, moze skutkowa¢ odmiennymi rezultatami. Zaktadajac, ze PEM
wplywa tylko na niewielka cze$¢ komorek prawdopodobnie tych znajdujacych sie
w okreslonym stanie metabolicznym lub na okreslonym etapie ich cyklu komoérkowego, czas
trwania ekspozycji na ELF-EMF moze znaczgco zmieni¢ zarejestrowane efekty. By¢ moze inne
rezultaty zostang uzyskane przy stymulacji wigkszej populacji komodrek. Przy zmianie
warunkéw ekspozycji pole elektromagnetyczne mogloby tez powodowac negatywne skutki
zwigkszajac prawdopodobienstwo wystgpienia efektu termalnego a w rezultacie uszkodzié
badane komorki.

Do oceny agresywnosci i zdolnosci przerzutowych wybranych linii uzyto testu wiszacej

kropli oraz testu migracji i inwazji. Komorki nowotworowe jasnokomoérkowego raka nerki pod
wplywem zastosowanego PEM tworzyty agregaty znacznie szybciej od tych z grupy kontrolne;j,
co wyraznie sugeruje hamujacy wptyw ELF-EMF na wiasciwos$ci rozsiewu cCRCC. Linia
komoérkowa HEK293 tworzyla agregaty najwolniej ze wszystkich badanych linii takze
I po poddaniu jej na ekspozycj¢ PEM. Obserwowane roznice nie byly istotnie statystyczne.
Zmniejszone wilasciwosci przerzutowe linii nowotworowych potwierdzaja réwniez wyniki
testu migracji i inwazji. Moze to by¢ spowodowane niewielkimi zmianami w macierzy
zewnatrzkomoérkowej, a nie jak twierdzg niektorzy naukowcy wpltywem PEM na cytoszkielet
komorek nowotworowych (99,102,103).
Przy ocenie agresywnos$Ci nowotworu wazna jest takze ocena proliferacji oraz zywotnosci
komorek. Linia HEK293 w moich badaniach wykazywata zwiekszong proliferacje
pod wptywem PEM, w przeciwienstwie do komoérek nowotworowych, ktorych proliferacja
zmalata. Podobne wyniki uzyskali Koziorowska i wsp., ktérzy w swoich badaniach zaznaczyt,
iz najkorzystniejszymi warunkami ekspozycji byla fala elektromagnetyczna o ksztalcie
sinusoidalnym i czestotliwosciach 50 oraz 60Hz. (74) Wyniki uzyskane przez Provenzano i in.
rowniez wskazuja, ze ELF-EMF promuje r6znicowanie komoérek NB4 indukowanych
tretynoing. Po 96 godzinach ekspozycji przy 2 mT liczba komorek byta o okoto jedng trzecia
nizsza w porownaniu do komorek traktowanych samg tretynoing bez wykrywalnych oznak
smierci komorek. (104). Najkorzystniejszy czas na wywotanie $mierci komorek
nowotworowych to krotki czas ekspozycji, wynoszacy maksymalnie 72h (74,77,105,106).

Wraz ze spadkiem proliferacji w liniach pierwotnych komoérek nowotworowych,
w przeprowadzonym badaniu, koreluje spadek ekspresji ADAM28 potwierdzajac tym samym
jego znaczenie w rozwoju raka jasnokomoérkowego nerki. Z drugiej strony ADAM28 nie byt

eksprymowany w HEK293 oraz Cakil zar6wno w grupie badanej jak i kontrolnej. Do tej pory
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ekspresja ADAM28 u ludzi zostata potwierdzona w limfocytach, tkankach limfoidalnych
i komoérkach nabtonka. Gen ulega nadekspresji w komoérkach nowotworowych raka piersi,
chrzestniakomigsaku, raku glowy i szyi, ostrej biataczce limfoblastycznej z komorek B, raku
pecherza moczowego, drobnokomorkowym raku ptuca, raku prostaty oraz raku trzustki (107).
Z kolei Mochizuki i in. w lini 769-P nie potwierdzili produkcji biatka ADAM28. Mochizuki
I in. w swojej pracy zaznaczyli, ze wyciszenie genu ADAM28 zmniejsza zarowno wzrost guza
pierwotnego, jak i spontaniczne przerzuty (108). W uzyskanych przeze mnie wynikach mozna
zauwazyC, ze w pierwotnych liniach nowotworowych poddanych ekspozycji ELF-EMF
ostabione sa wlasciwo$ci migracji, inwazji oraz przerzutowosci w badaniu wiszacej kropli przy
jednoczesnym spadku ekspresji biatka ADAM28. ADAM28 byt zalecany jako obiecujacy cel
terapeutyczny w walce z rozprzestrzenianiem si¢ i progresja nowotworow. Gérard i in.
w pokazali, ze w genetycznie modyfikowanych myszach z pelnym brakiem ekspresji
(z ang knock out) ADAM28, zwierzgta niecoczekiwanie wykazuja zwigkszong kolonizacjg
komoérek nowotworowych w ptucach lub piersi a ponadto zmniejszong liczbe limfocytow T
CD8 + (109). Uzyskane przeze mnie wyniki rowniez potwierdzaja, ze ADAM28 moze by¢
dobrym celem terapeutycznym w leczeniu ccRCC.

Na proliferacje komorek ma takze posrednio wptyw gen VEGFC. Niestety efekty dziatania tego
genu pod wptywem ELF-EMF nie sg dobrze poznane. Zmiany w jego ekspresji w komorkach
nowotworowych sugeruja, ze ELF-EMF zmniejsza ich wzrost poprzez zwigkszenie ich
apoptozy w wyniku zaleznego od EMF wzrostu reaktywnych form tlenu, czy takze szybkiego
naptywu jonéw Ca?* lub aktywacji okreslonych szlakow sygnatowych. Ndiaye i in. (110)
badajac ekspresje VEGFC wykazali, ze jest ona zwigkszona w komoérkach nowotworowych
w porownaniu do komorek zdrowych, jednak jej poziomy nie byty jednakowe. Ekspresja
VEGFC w komorkach z guzéw przerzutowych osiagala poréwnywalny poziom do komoérek
zdrowych, przez co autorzy wywnioskowali, iz VEGFC ma istotny wptyw we wczesnych
etapach rozwoju raka. Natomiast jego wysoki poziom staje si¢ poniekad szkodliwy podczas
rozsiewu przerzutow. W przypadku genu VEGFC, autorzy publikacji przestrzegaja przed
wybieraniem tego genu jako celu terapeutycznego. W swoich badaniach dowiedli dodatkowo,
ze nadekspresja VEGFC byla powigzana ze zwigkszonym czasem wolnym od choroby
1 catkowitym przezyciem u pacjentow z guzami bez przerzutéw. Z drugiej strony, w niektorych
przypadkach korelowata rowniez ze zmniejszonym calkowitym przezyciem pacjentow
z obecnymi przerzutami. Wyniki uzyskane prze Furudoi i in.(111) wykazaly natomiast,
ze nadekspresja VEGFC byta dodatnio skorelowana ze stopniem patologicznym guza, inwazja

limfatyczng 1 przerzutami, inwazja zylng, przerzutami do watroby, stadium Dukes
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i angiogenezg. W swojej pracy takze zauwazytam, ze poziom ekspresji VEGFC znaczgco roznit
si¢ nie tylko w grupie badanej, ale réwniez po poddaniu badanych linii ekspozycji
na PEM. W szczegdlnosci w linii 769-P VEGFC byl znacznie bardziej eksprymowany
w porownaniu do pozostatych linii co by cze¢sciowo mogto potwierdzi¢ teori¢ Ndiaye. Jednak
w moich badaniach w 769-P po ekspozycji na ELF-EMF zostaly zahamowane jej zdolnosci
przerzutowe. Pomimo ze liczne badania dowodzg istotng role VEGFC w tworzeniu przerzutow
do weztéw chtonnych w wielu typach nowotworéw nalezatoby doktadniej zbada¢ zachowanie
1 wpltyw tego genu takze i na szlaki sygnalowe po poddaniu komoérek nowotworowych
ekspozycji na PEM.

Funkcjonalnie ekspresja NCAML1 jest zwigzana z progresja choroby nowotworowej. Sasca i in.
w badaniach nad ostrag biataczka szpikowg zauwazyli, ze biatko NCAM1 reguluje przezycie,
odporno$¢ na stres i jest odpowiedzialne za samoodnawianie blastOw w ostrej biataczce
szpikowej in vitro i in vivo. Jednak w roznych typach ostrej biataczki szpikowej ekspresja tego
genu jest niejednorodna, wskazujac na niespecyficzny mechanizm regulacji tegoz genu (112).
Ponowna ekspresja NCAML1 jest wykrywana w procesie regeneracji w niektorych kanalikach,
a takze w raku nerkowokomoérkowym oraz w przerzutach RCC w o$rodkowym uktadzie
nerwowym i nadnerczach (113). Cirovi¢ i in. wywnioskowali, ze NCAM1 wydaje si¢ by¢
obecny w tkance RCC niezaleznie od typu histologicznego. Ekspresja NCAML1 jest skorelowana
Z rozmiarem guza, inwazjg okotonerkowa, zajeciem zyt nerkowych oraz stopniem Fuhrmana,
wigc gen ten jest uzytecznym markerem okreslajagcym ztosliwos¢ nowotworu (114). W swojej
pracy potwierdzitam spadek ekspresji NCAM1 w stosunku do kontroli po poddaniu komorek
na promieniowanie elektromagnetyczne o niskiej czgstotliwosci. Gen ten mogt wptynaé na
zdolnos$ci przerzutowe badanych linii powodujac szybsza agregacje komoérek w badaniu
wiszacej kropli, sugerujac tym samym ponownie pozytywny wptyw PEM na badane linie
komorkowe.

Wstepnie zaproponowano, ze ROS posredniczy w dziataniu ELF-EMF. Doktadnie
skoordynowana regulacja wewngtrzkomorkowych pozioméw ROS jest waznym procesem
biorgcym udziat w kontroli proliferacji i réznicowania w komoérkach ssakow (115). Wysoki
poziom wewnatrzkomérkowego ROS jest cytotoksyczny i prowadzi do starzenia si¢ 1 Smierci
komorki (116), podczas gdy lagodne obnizenie wewnatrzkomorkowego poziomu ROS
indukowanego przez przeciwutleniacze zwigksza proliferacje komorek poprzez aktywacje Akt
i Erkl / 2 (117,118). Co ciekawe, niektore badania sugeruja, ze ekspozycja na ELF-EMF
zwigksza lub zmniejsza poziomy wewnatrzkomérkowego ROS, wywotlujac w ten sposéb rozne

efekty komorkowe. Doniesiono, ze ekspozycja ELF-EMF 50 Hz przez 3 lub 24 godziny
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zwigksza wytwarzanie ROS i uszkodzenie DNA w fibroblastach szczura (119). Z drugiej strony
ekspozycja ludzkiej linii komoérkowej mikrogleju na EMF 50 Hz o warto$ci 1 mT thumita §mier¢
komorki przez zmniejszenie wewnatrzkomorkowych pozioméw ROS (120). Ekspozycja
na 0,11 mT ELF-EMF zwigkszata aktywnos$¢ izoenzymow dysmutazy ponadtlenkowej
1 peroksydazy glutationowej, ktore sg przeciwutleniaczami w celu katalizowania redukcji
wewnatrzkomérkowego ROS, tym samym obnizajac poziomy wewnatrzkomérkowego ROS
w mysich komorkach ptaskonabtonkowych (121).

Song i in. zaobserwowali podwyzszone poziomy p-Akt i p-Erkl/2 spowodowane
prawdopodobnie ekspozycja na jednolite ELF-EMF, ktéore moga wyjasnia¢ zwickszong
proliferacj¢ komorek indukowang przez ELF-EMF (122). W przeciwienstwie do Song i in.
wkrotce po zakonczonej ekspozycji ELF-EMF zaobserwowatam znaczny wzrost poziomow
ROS, tak jak Provenzano i in. (104). Zwigkszong produkcj¢ ROS odnotowatam ponadto w linii
komoérkowej HEK293 cho¢ moglo to wynikaé z faktu, ze komorki byty poddawane dziataniu
PEM poza inkubatorem. Zbadanie tego szczegdtowo jest dos¢ wazne ze wzgledu na fakt iz
najbardziej wrazliwe na stres oksydacyjny sa komorki nablonka cewek nerkowych a ich
uszkodzenie moze prowadzi¢ do uszkodzenia nerki (123). Mechanizm kryjacy sie
za ekspozycja na ELF-EMF zmieniajacy poziomy wewnatrzkomoérkowego ROS powinien by¢
dalej badany w celu wyjasnienia biologicznych skutkow ELF-EMF.

Wigkszos¢ naukowcdédw badajacych wplyw ELF-EMF twierdzi, ze wykorzystali
urzadzenie wytwarzajace ,,jednolite ELF-EMF”, podczas gdy urzadzenie zostato umieszczone
w inkubatorze COz. Inkubator, a zwlaszcza jego wewnetrzne komory, sg zwykle wykonane
z metalu, dlatego PEM, na ekspozycj¢ ktorego byly poddane komorki, nie bylby jednolity.
Zaprojektowany przez Son i in. nowy generator ELF-EMF miat utrzymywa¢ jednorodnos¢
PEM w inkubatorze komérkowym. Wyniki przez nich uzyskane wykazaty, ze ekspozycja
na jednolite ELF-EMF nie indukowata uszkodzenia DNA ani $mierci komorki, ale raczej
promowata proliferacje komorek zarowno w pierwotnych fibroblastach IMR-90, jak
1 komorkach HelLLa w sposob zalezny od sity pola magnetycznego 1 czasu. Zwigkszona
proliferacja indukowana przez ELF-EMF byta odwracalna i nie modyfikowata rozktadu cyklu
komorkowego (122). Pomimo tego, ze w niniejszym badaniu komorki znajdowaty si¢ 30min
poza inkubatorem uzyskane rezultaty sa podobne do tych uzyskanych przez Song i in., cho¢
w moim badaniu komorki nowotworowe wykazywaly si¢ zmniejszong proliferacjg. Nasze
wyniki wskazujg rowniez, ze ELF-EMF indukowat zatrzymanie GO / G1, co moze prowadzi¢

do apoptozy w komorkach nowotworowych.
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Analiza sekrecji cytokin wykazata, ze PEM istotnie wptywa na sekrecj¢ TGF-B1.
TGF-B1 ktory jest dimeryczng izoforma polipeptydu TGF-f1 o masie 25 kDa, odpowiada
za wiele waznych aspektow funkcjonowania komorek: réznicowanie, adhezje, migracje,
angiogeneze, apoptoze, proliferacje i nadzor immunologiczny. Paradoksalnie, pomimo swojej
zdolnosci do hamowania proliferacji komorek, TGF-B1 jest silnie eksprymowany w tkance
nowotworowe] wielu pacjentow z réznym rodzajem nowotworu. Jako cytokina TGF-B1
moduluje aktywacje limfocytow w konsekwencji lokalnie wptywajac na odpowiedz
immunologiczng w ccRCC hamujac dzialanie immunologiczne na nowotwor i promujac
powstawanie przerzutow. Wiele badan potwierdzito korelacj¢ zwigkszonych poziomow
ekspresji TGF-B1 z zaawansowanym stadium nowotworu i zmniejszong przezywalnos$cia
pacjentow.

Podwyzszona ekspresja TGF-B1 u tych pacjentow jest zwigzana z kilkoma specyficznymi
aspektami progresji guza, ktore obejmuja m.in. przemian¢ nablonkowo-mezenchymalna,
angiogenez¢ oraz przerzuty (124-126). Model ELF-EMF uzyty przeze mnie wykazat istotny
wplyw na lini¢ przerzutowg Cakil, w ktorej stezenie TGF-1 zmalato, co moze sugerowac
immunosupresyjny charakter ELF-EMF. PEM o niskiej cz¢stotliwosci moze wigc zmniejszaé
,»Z1o$liwos¢” linii przerzutowe;.

Co wazne, podwyzszone stezenie TGF-B1 w komorkach nowotworowych moga wynika¢ nie
tylko ze zwickszonej Sekrecji tej cytokiny przez same komorki nowotworowe, ale takze
z rekrutacji do mikrosrodowiska nowotworu przez inne rodzaje komorek, rowniez produkujace
TGF-B1, powiazane bezposrednio z komorkami nowotworowymi w tym fibroblasty zr¢bu,
makrofagi zwigzane z guzem, komoérki dendrytyczne i niedojrzate komorki szpikowe (124).
Tak wiec ELF-EMF w warunkach in vivo niestety moze juz utraci¢ swoj immunosupresyjny
charakter. Ponadto TGF-p wywiera wptyw na komorki srodbtonka i powoduje wzrost ekspresji
VEGEF, ktory tez sprzyja angiogenezie. Dodatkowo, wydaje si¢, ze zwigkszone stezenie VEGF
rekrutuje  wigcej komorek $rodblonka, co prowadzi do przedtuzonej angiogenezy.
W niniejszym badniu cytokina VEGF jest sekrecjonowana w $ladowych ilo$ciach przez
wigkszos¢ linii komoérkowych, badz w ogole nie ulega sekrecji, ciezko wige okresli¢ korelacje
pomigdzy stezeniem TGF-B1 a VEGF (126).

Uzyskane przeze mnie wyniki pozostatych, badanych sekrecjonowanych cytokin, zdaja sig¢
potwierdza¢ zatozenia innych badaczy, jakoby ELF-EMF nie ma istotnego wptywu na uktad
immunologiczny czlowieka, a tym samym na mikrosrodowisko immunologiczne nowotworu,
w tym przypadku raka jasnokomorkowego nerki, przez swoj niski poziom energii. Niski

poziom cytokin w nadsaczu moze mie¢ jednak wplyw na pozostale czynniki
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jak produkcja biatek zwigzanych z proliferacja czy agresywno$cig nowotwordw. Sitaram
1In.(127) wykazali, ze wysoka ekspresja ADAM28 jest skorelowana z rownie wysoka ekspresja
i produkcja TNF-a, co mogloby wytlumaczy¢ niski poziom produkcji biatkka ADAM28
w badanych przeze mnie liniach komoérkowych.

Moja praca pokazuje inny wplyw ekspozycji ELF-EMF na komoérki nowotworowe
ccRCC i nienowotworowe nerki. Badania te ujawnily, ze EMF moze stuzy¢ jako potencjalne
narzedzie do manipulowania zywotnoscig komorek, poprzez udziat ROS, prawdopodobnie
zwigzanych z nimi szlakow sygnatowych oraz genéw majacych wazny udziat
w charakteryzowaniu zlo$liwo$ci nowotworu, otwierajac nowe pole badan cenne dla
przysztych zastosowan klinicznych. Pomimo ograniczen naszego badania, przedstawiam
wazny dowdd koncepcji pokazujacy, ze ELF-EMF mozna uznaé za czynnik hamujacy progresje
ccRCC.

Niestety niespojnos¢ wynikow, uzyskanych w réznych badaniach, w ktorych
analizowany byl wptyw ELF-EMF, silnie sugeruje, ze istnieje przeoczony parametr, ktory
odgrywa kluczowa rolg w modulowaniu efektow EMF na komorki. Dziatanie komoérkowe
jednolitego ELF-EMF powinno by¢ dalej badane w roéznych typach komoérek ludzkich,
aby zrozumie¢ ogolne efekty ELF-EMF. Analizujac wplyw PEM nie tylko na komorki
nowotworowe, nalezatoby ujednolicic model eksperymentalny. Niemniej jednak przy

tak przyspieszonym rozwoju technologicznym moze by¢ to praktycznie niemozliwe.
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7. Whnioski

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna wysuna¢ nastepujace wnioski:

* PEM o niskiej czestotliwosci ma zréznicowany wptyw na produkcje biatek ADAM28,
NCAM1i VEGFC

* PEM o niskiej czestotliwosci wykazuje hamujacy wpltyw na proliferacje komoérek
nowotworowych pierwotnych, ich zdolno$ci migracyjne oraz inwazyjne a takze

zdolnosci przerzutowe

« PEM o niskiej czestotliwosci powoduje zwickszenie apoptozy komorek

nowotworowych oraz ilo$ci reaktywnych form tlenu

« PEM o niskiej czgstotliwosci nie ma znaczacego wplywu na Srodowisko

immunologiczne badanych linii raka jasnokomdrkowego nerki

» Efekt dziatania PEM zalezy od okreslonego stanu metabolicznego lub etapu cyklu

komorkowego badanych komoérek
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9. Zalaczniki

9.1 Streszczenie

Choroby nowotworowe sg jedng z gtownych przyczyn zachorowalno$ci i umieralnosci
ludzi na $wiecie. Rak nerki byt dziewigtym co do czestosci nowotworem u mezczyzn
I szesnastym u kobiet na $wiecie w 2018 roku. Nowotwory te wywodzg si¢ ze struktur tego
narzadu i rozwijajg si¢ w migzszu nerki — raki nerkowokomodrkowe (RCC - renal cell
carcinoma) — lub w obrebie miedniczki nerkowej. Jasnokomorkowy rak nerki (z ang. clear cell
renal cell carcinoma — ccRCC) jest najczestszym oraz jednym z gorzej rokujacych typow raka
nerki.

Do najchetniej badanych genow nalezy VEGFC. Jest on ligandem dla naczyniowego
srédblonkowego czynnika wzrostu-3, bedacy kinazg tyrozynowa receptora, wykrywanej
gléwnie w §roédbtonku limfatycznym. VEGFC, jest silnym mediatorem angiogenezy. Wiaze si¢
z receptorem VEGF na komorkach srodbtonka, co prowadzi do zwigkszenia przepuszczalnosci
naczyn, indukujac proliferacje komoérek $rodblonka oraz ich przezycie, migracje oraz
roznicowanie. Dodatkowo promuje on degradacje¢ macierzy zewnatrzkomorkowej wokot
komorek srddbtonka. Inng charakterystyczng mutacja jest mutacja w genie ADAMZ28. Gen ten
nalezy do rodziny glikoprotein znajdujacych si¢ na powierzchni komorek, ktore wykazuja
wlasciwosci proteolityczne 1 adhezyjne.

W raku jasnokomorkowym nerki wykryto nadekspresje genu ADAMZ28. Rowniez mutacja genu
NCAM1 zostata odkryta w linia komorkowych 786-O i Cakil. Gen NCAM1 jest
odpowiedzialny za kodowanie biatka adhezyjnego komorek, ktore jest cztonkiem nadrodziny
immunoglobulin. Biatko to jest zaangazowane w interakcje komorka- komorka, a takze jest
odpowiedzialne za oddziatywania matrycy komorkowej podczas ich rozwoju i réznicowania.
ccRCC jak kazdy nowotwor posiada zlozone s$rodowisko w sklad ktorego wchodza
transformowane komorki, nacieki zrgbowe i immunologiczne. Niestety przez swoje unikalne
srodowisko 1 cechy biologiczne ccRCC stabo reaguje na konwencjonalng chemioterapi¢ oraz
radioterapie. Pomimo, Ze niektorzy badacze twierdza o niezaleznosci ccRCC od ukladu
immunologicznego warto zaznaczy¢, ze to wilasnie ccRCC byt jednym z pierwszych
nowotworow ztosliwych, ktory pozytywnie zareagowal na immunoterapi¢ IL-2 i IFN-a Wpltyw

cytokin na RCC skupia na sobie duzg uwage naukowcow. Powstaje co raz wiecej publikacji
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dotyczacych wplywu cytokin na proliferacje i progresj¢ komorek tego nowotworu oraz
doszukujacych si¢ w nich roli potencjalnych markeréw diagnostycznych, predykcyjnych

I prognostycznych w RCC.

Rozw¢j nowych technologii oraz przemystu sprzyja wzrostowi liczby oraz réznorodnosci
zrodet pola elektromagnetycznego (PEM) w naszym $rodowisku. Gtownym zrodet PEM sg
linie wysokiego napigcia, sprzety AGD i RTV, telefony komorkowe jak rowniez radiostacje
i urzadzenia radiolokacyjne. W dzisiejszych czasach rosngcego uzycia sprzetow
elektronicznych naukowcy sg coraz bardziej zainteresowani efektami dziatania PEM na
zdrowie ludzi. Pomimo tego, ze przeprowadzono juz wiele badan o wpltywie PEM, zadne
z nich nie wykazalo znaczacego wptywu na ssaki, w tym ludzi. Ponadto nie jest do konca jasne,
w jaki sposob PEM wplywa na zachowanie komoérek. International Agency for Research on
Cancer 31 maja 2011 roku zaklasyfikowata PEM jako mozliwie kancerogenny czynnik.

Celem  niniejszego  badania  bylo  zbadanie = wplywu  promieniowania
elektromagnetycznego na potencjalne zmiany morfologiczne i czynnosciowe badanych
komorek, na zmiang¢ ekspresji genow VEGFC, ADAM28 i NCAM1 oraz na zmiany w sekrecji
cytokin produkowanych przez komoérki ccRCC.

Badania zostaly przeprowadzone na hodowlach in vitro 4 linii komérkowych: HEK293
(komorki nabtonka nerki ludzkiej zarodkowej), 786-O (komorki pierwotnego raka
jasnokomorkowego nerki), 769-P (komoérki pierwotnego raka jasnokomorkowego nerki)
i Caki-1 (linia wyprowadzona z przerzutu raka nerki do skory).

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty, ze PEM o niskiej czestotliwo$ci miat
nieznaczny wplyw na zywotnos¢ komorek. PEM ktore indukowato zatrzymanie komorek
w fazie Gl, skutkowato zwigkszeniem liczby komorek wczesnie apoptycznych oraz
Zmniejszeniem liczby zywych komorek w linii 786-O. PEM nie mial wptywu na proliferacje
oraz zywotnos¢ linii HEK293. PEM wykazat réwniez hamujacy wplyw na wilasciwosci
migracyjne 1 przerzutowe komorek jasnokomoérkowego raka nerki. Ponadto wkrotce
po zakonczonej ekspozycji ELF-EMF zaobserwowano znaczny wzrost pozioméw ROS
we wszystkich badnaych liniach komoérkowych.

Poddane na ekspozcyje nowotworowe komorki 786-O 1 769-P jako jedyne wykazywaty zmiany
w ekspresji ADAM28. Pole elektromagnetyczne powodowato spadek ekspresji tego genu
(p<0,005 dla 786-0 i p<0,05 dla 769-P). W tych badaniach najwigksza ekspresj¢ VEGFC
odnotowano w lini 769-P (p <0,05), zas w pozostatych badanych liniach ekspresja tego genu
spadata. Ekspresja NCAM1 malata we wszystkich badanych liniach po ekspozycji
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na ELF-EMF, w HEK293 i 786-0O zostata potwierdzona statystycznie istotna réznica (p<0,05
dla HEK293, p<0,00005 dla 786-0).

Analiza stezenia cytokiny TGF-B1 po ekspozycji na PEM, wykazala statystycznie nizsze
stezenie TGF-B1w nadsaczach z hodowli komoérek w linii HEK293 (X =519 + 95,54, x = 282,5
+ 33,66) i Cakil (x = 158,1 + 19,74, X = 115,3 + 3,067). W linii 769-P i 786-O rowniez
zanotowano spadek st¢zenia cytokiny, nie potwierdzono jednak statystycznie istotnych roznic.
Pozostale zmiany w sekrecji badanych cytokin nie wykazywaly istotnie statystycznie zmian,
ponadto wykazano, ze sekrecja wickszosci analitow w badanych liniach zar6wno w grupie

kontrolnej jak 1 badanej, jest bardzo niska, badz praktycznie w ogole nie byly wykrywalna.

W ramach zrealizowanej pracy wykazano, ze:

. PEM o niskiej czgstotliwosci ma zréznicowany wplyw na produkcje biatek ADAM?28,
NCAM1 i VEGFC

. PEM o niskiej czestotliwosci wykazuje hamujacy wptyw na proliferacje komorek
nowotworowych pierwotnych, ich zdolno$ci migracyjne oraz inwazyjne a takze zdolnoS$ci

przerzutowe

. PEM o niskiej czestotliwo$ci powoduje zwickszenie apoptozy komorek

nowotworowych oraz ilo$ci reaktywnych form tlenu

. PEM o niskiej czestotliwosci nie ma znaczacego wplywu na Srodowisko

immunologiczne badanych linii raka jasnokomorkowego nerki

Efekt dzialania PEM zalezy od okreslonego stanu metabolicznego lub okreslonego

etapu cyklu komorkowego badanych komorek.
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9.2 Abstract

The development of new technologies and industry is conducive to the increase in the
number and variety of electromagnetic field (EMF) sources in our environment. The main
sources of EMF are high-voltage lines, household appliances and audio / video devices, mobile
phones as well as radio stations and radar devices. In the growing use of electronic devices,
scientists are increasingly interested in the effects of EMF on human health. Despite the fact
that many studies on the effects of EMF have already been carried out, none of them has shown
a significant effect on mammals, including humans. Moreover, it is not entirely clear how EMF
influences cell behavior. The International Agency for Research on Cancer on May 31, 2011
classified PEM as a possible carcinogenic factor.

Neoplastic diseases are one of the leading causes of human morbidity and mortality in the
world. Kidney cancer was the ninth most common cancer in men and the sixteenth in women
in the world in 2018. These tumors arise from the structures of this organ and develop in the
parenchyma of the kidney - renal cell carcinoma (RCC) - or within the renal pelvis. Clear cell
renal cell carcinoma (ccRCC) is the most common and one with the worst prognosis types of
kidney cancer.

VEGFC is one of the most studied genes. It is a ligand for vascular endothelial growth factor-3
which is a receptor tyrosine kinase found mainly in lymphatic endothelium. VEGFC is a potent
mediator of angiogenesis. It binds to the VEGF receptor on endothelial cells, which leads to an
increase in vascular permeability, inducing endothelial cell proliferation and their survival,
migration and differentiation. Additionally, it promotes the degradation of the extracellular
matrix around endothelial cells. Another characteristic mutation is the mutation in the ADAM28
gene. This gene belongs to a family of cell surface glycoproteins that exhibit both proteolytic
and adhesive properties. Overexpression of the ADAM28 gene was detected in kidney clear cell
carcinoma.

A mutation of the NCAML1 gene was also found in the 786-O and Cakil cell lines. The NCAM1
gene is responsible for encoding the cell adhesion protein, which is a member of the
immunoglobulin superfamily. This protein is involved in cell-cell interactions and is also
responsible for the interactions of the cell matrix during their development and differentiation.
ccRCC, like any tumor, has a complex environment consisting of transformed cells, stromal
and immune infiltrates. Unfortunately, due to its unique environment and biological features,

ccRCC is poorly responsive to conventional chemotherapy and radiotherapy. Although some
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researchers claim that ccRCC is independent from the immune system, it is worth noting that it
was ccRCC that was one of the first malignant tumors to respond positively to IL-2 and IFN-a
immunotherapy. The influence of cytokines on RCC attracts a lot of attention from scientists.
There are many new publications on the influence of cytokines on the proliferation and
progression of this tumor cells and on the role of potential diagnostic, predictive and prognostic
markers in RCC.

The aim of this study was to investigate the effect of the electromagnetic field on
morphological and functional changes in the studied cells, on changes in the expression of
VEGFC, ADAM28 and NCAML1 genes, and on changes in the secretion of cytokines produced
by ccRCC cells.

The research was carried out on in vitro cultures of 4 cell lines: HEK293 (human
embryonic kidney epithelial cells), 786-O (primary renal clear cell carcinoma cells), 769-P
(primary renal clear cell carcinoma cells) and Caki-1 (line derived from renal cancer metastasis
to the skin).

The results of the research showed that the EMF of low frequency had a slight effect on
the viability of cells. EMF, which induced cell arrest in G1 phase, resulted in an increase in the
number of early apoptotic cells and a decrease in the number of viable cells in the 786-0 line.
EMF had no effect on the proliferation and viability of HEK293 cells. EMF also showed an
inhibitory effect on the migration and metastatic properties of clear cell kidney cancer cells.
Moreover, shortly after the end of ELF-EMF exposure, significant increases of ROS levels were
observed in all tested cell lines.

Primary cancer cells exposed were the only ones to show changes in ADAM28
expression. The electromagnetic field decreased the expression of this gene (p <0,005 for
786-0 and p <0,05 for 769-P). In this research, the highest expression of VEGFC gene was
recorded in the 769-P line (p <0,05), while in the other tested lines the expression of this gene
was decreased. The expression of NCAM1 decreased in all tested lines after exposure to ELF-
EMF, in HEK293 and 786-0 a statistically significant difference was confirmed (p <0,05 for
HEK293, p <0,00005 for 786-0).

Analysis of TGF-B1 cytokine concentration after exposure to EMF showed a statistically
lower concentration of TGF-B1 in cell culture supernatants in the HEK293 line
(x=519+95,54, x =282,5 + 33,66) and Cakil (X =158,1 £ 19,74, X =115,3 + 3,067). In lines
769-P and 786-0 there was also a decrease in cytokine concentration, however, no statistically
significant differences were confirmed. The remaining changes in the secretion of the tested
cytokines did not show any statistically significant changes, moreover, it was shown that the
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secretion of most analytes in the tested lines, both in the control group and the test group, was

very low, or practically not detectable at all.

As part of the work, it was shown that:

» Low-frequency EMF has various effects on the production of ADAM28, NCAM1 and
VEGFC proteins

» Low-frequency EMF shows an inhibitory effect on the proliferation of primary cancer

cells, their migratory and invasive abilities as well as metastatic abilities

* Low frequency EMF increases the apoptosis of cancer cells and the amount of reactive

oxygen species

» Low-frequency EMF has no significant effect on the immune environment of the RCC

lines tested

* The effect of EMF depends on a specific metabolic state or at a specific stage in the

cell cycle of the cells under study
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