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Streszczenie

Ocena wplywu pola elektromagnetycznego na komorki raka jasnokomorkowego nerki na
ekspresje i sekwencje genow VEGFC, ADAM28 oraz NCAM1

Choroby nowotworowe sg jedna z gtéwnych przyczyn zachorowalnosci i umieralnosci ludzi na
swiecie. Rak nerki byt dziewigtym co do czgstosci nowotworem u mezczyzn i Szesnastym u
kobiet na swiecie w 2018 roku. Nowotwory te wywodzg si¢ ze struktur tego narzadu i rozwijaja
sie W migzszu nerki — raki nerkowokomoérkowe (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 gendéw nalezy VEGFC. Jest on ligandem dla naczyniowego
srodbtonkowego czynnika wzrostu-3, bedacy kinaza tyrozynows receptora, wykrywanej gtownie
w $rodbtonku limfatycznym. VEGFC, jest silnym mediatorem angiogenezy. Wiaze si¢ z
receptorem VEGF na komorkach s$rodbtonka, co prowadzi do zwigkszenia przepuszczalnosci
naczyn, indukujac proliferacjc komorek srodbtonka oraz ich przezycie, migracj¢ oraz
roznicowanie. Dodatkowo promuje on degradacje macierzy zewnatrzkomorkowej wokot komorek
srodbtonka. Inng charakterystyczng mutacja jest mutacja w genie ADAM28. Gen ten nalezy do
rodziny glikoprotein znajdujacych si¢ na powierzchni komorek, ktore wykazuja wiasciwosci
proteolityczne i adhezyjne.

W raku jasnokomorkéwym nerki wykryto nadekspresje genu ADAM28. Rowniez mutacja genu
NCAM1 zostata odkryta w linia komorkowych 786-O i Cakil. Gen NCAML1 jest odpowiedzialny
za kodowanie biatka adhezyjnego komorek, ktore jest cztonkiem nadrodziny immunoglobulin.
Bialko to jest zaangazowane w interakcje komorka- komorka, a takze jest odpowiedzialne za
oddziatywania matrycy komoérkowej podczas ich rozwoju i roznicowania.

ccRCC jak kazdy nowotwor posiada ztozone s§rodowisko w sktad ktorego wchodza
transformowane komorki, nacieki zrgbowe i immunologiczne. Niestety przez swoje unikalne
srodowisko 1 cechy biologiczne ccRCC stabo reaguje na konwencjonalng chemioterapi¢ oraz
radioterapi¢. Pomimo, ze niektoérzy badacze twierdza o0 niezaleznosci ccRCC od uktadu
immunologicznego warto zaznaczy¢, ze to wiasnie ccRCC byt jednym z pierwszych nowotworow
ztosliwych, ktory pozytywnie zareagowat na immunoterapi¢ IL-2 i IFN-o Wptyw cytokin na RCC
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dotyczacych wptywu cytokin na proliferacje i progresje komoérek tego nowotworu oraz
doszukujacych si¢ w nich roli potencjalnych markeréw diagnostycznych, predykcyjnych

i prognostycznych w RCC.

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

Celem niniejszego badania byto 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
komorki 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 (komorki pierwotnego raka jasnokomoérkowego nerki) i Caki-1 (linia
wyprowadzona z przerzutu raka nerki do skory).

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty, ze PEM o niskiej czestotliwosci miat nieznaczny
wpltyw na zywotnos¢ komorek. PEM ktore indukowalo zatrzymanie komorek w fazie GlI,
skutkowato zwickszeniem liczby komorek wczesnie apoptycznych oraz zmniejszeniem liczby
zywych komorek w linii 786-O. PEM nie mial wptywu na proliferacje oraz zywotnosé¢ linii
HEK?293. PEM wykazatl rowniez hamujacy wptyw na wiasciwosci migracyjne i przerzutowe
komorek jasnokomodrkowego raka nerki. Ponadto wkrétce po zakonczonej ekspozycji ELF-EMF
zaobserwowano znaczny wzrost pozioméw ROS we wszystkich badnaych liniach komérkowych.
Poddane na ekspozcyje nowotworowe komorki 786-O i1 769-P jako jedyne wykazywaty zmiany w
ekspresji ADAM28. Pole elektromagnetyczne powodowato spadek ekspresji tego genu (p<0,005
dla 786-0O i p<0,05 dla 769-P). W tych badaniach najwicksza ekspresje 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 na ELF-EMF, w HEK293 i 786-O
zostata potwierdzona statystycznie istotna roéznica (p<0,05 dla HEK293, p<0,00005 dla 786-0).
Analiza stezenia cytokiny TGF-B1 po ekspozycji na PEM, wykazata statystycznie nizsze stezenie
TGF-B1w nadsaczach z hodowli komodrek w liniit HEK293 (X = 519 + 95,54, X = 282,5 + 33,60) 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. Pozostate zmiany w
sekrecji badanych cytokin nie wykazywaty istotnie statystycznie zmian, ponadto wykazano, ze
sekrecja wigkszosci analitow w badanych liniach zarowno w grupie kontrolnej jak i badane;j, jest
bardzo niska, badz praktycznie w ogole nie byty wykrywalna.

W ramach zrealizowanej pracy wykazano, ze:

» PEM o niskiej czestotliwosci ma zroznicowany wptyw na produkcje biatek ADAM28, NCAM1
i VEGFC

« PEM o0 niskiej czestotliwosci wykazuje hamujagcy wptyw na proliferacje komorek
nowotworowych pierwotnych, ich zdolnosci migracyjne oraz inwazyjne a takze zdolnosci
przerzutowe

» PEM o niskiej czestotliwosci powoduje zwigkszenie apoptozy komorek nowotworowych oraz
ilosci reaktywnych form tlenu

« PEM o niskiej czestotliwosci nie ma znaczacego wptywu na srodowisko immunologiczne
badanych linii raka jasnokomorkowego nerki

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

komorkowego badanych komorek



