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Abstract

Effect of the electromagnetic field and miR-34a-5p on proliferation, migration and expression of cryl in
the colorectal carcinoma cell line DLD1

miRNAs and the circadian system were previously found to be involved in the regulation of colorectal
cancer (CRC). We discuss the possible procarcinogenic effect of electromagnetic field (EMF) in the context of
the electromagnetic-sensitive molecule, cryptochrome (cryl). Therefore, we investigated the effect of miR-34a-
5p and EMF on migration, proliferation and gene expression of cryl in CRC cell line DLD1 under in vitro
conditions. Changes in migration of DLD1 cells, which were altered by the interaction of EMF and miR-34a were
not observed. Transfection of mimic pre-miR-34a significantly inhibited proliferation of DLD1 cells after 24 h
treatment in control condition while transfection of mimic pre-miR-34a in EMF condition did not show an
inhibition effect on proliferation of DLD1 cells. Moreover, transfection of mimic pre-miR-34a show a
significantly increased level of cryl only in EMF condition.
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Uvod a formulicia ciela

Hladiny miRNA, endogénne regulatory génovej expresie, mézu byt ovplyvnené
rdznymi patologickymi ochoreniami, vratane kolorektdlneho karcinomu (KRK) [1]. Hladina
miR-34a-5p s tumorsupresorovymi ucinkami je v tkanivach KRK deregulovana. Hasakova
a kol. (2019) preukézali zvySenu expresiu miR-34a-5p v nadorovych tkanivach, na druhej
strane Zhang a kol. (2017) dokazali zniZenie expresie miR-34a-5p v nadorovych tkanivach
V porovnani so zdravym prilahlym tkanivom. Oboma §tidiami bolo preukazané, Ze hladina
miR-34a-5p je asociovana s pritomnostou metastaz. Navyse, hladina miR-34a-5p pozitivne
koreluje s prezivanim pacientov [2-3].

Tumorsupresorovy uc¢inok miR-34a-5p bol preukdzany inhibiciou expresie regulatorov
bunkového cyklu: cyklinu E2, cyklin dependentnej kindzy 6, transkripéného faktora E2F5
a inhibiciou expresie antiapoptického proteinu Bcl-2. Fyziologicky efekt transfekcie miR-34a-
5p in vitro bol dokazany na urovni inhibicie proliferacie, migracie, invazivity a metastazovania
a tiez proapoptickym uc¢inkom [4-5].

Génova expresia moze byt ovplyvnend nielen endogénne, prostrednictvom miRNA, ale

aj environmentalnymi faktormi — ako je elektromagnetické pole (EMF), ktoré¢ Medzinarodna
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agentura pre vyskum rakoviny (IARC) v roku 2011 klasifikovala ako potencialne karcinogénne
pre T'udi. Exitujt in vitro aj in vivo stadie potvrdzujiace karcinogénny vplyv radiofrekvenéného
EMF no na druhej strane Studie, ktoré nepreukazuji ziaden vplyv EMF na fyziologické
parametre [6-9].

Expresia hodinového génu cryptochrome (cryl) je v tkanivach KRK signifikantne
znizena v porovnani so zdravym prilahlym tkanivom. Prezivanie pacientov s vysSSimi
hladinami cryl bolo signifikantne horSie v porovnani s hodnotami expresie rovnymi
alebo mensimi ako median hodnot expresie cryl v sledovanej kohorte [10]. Zaroven existuju
dokazy o senzitivite cryl na expoziciu EMF [11].

Cielom naSej prace bolo zistit’, ¢i faktor EMF a miR-34a-5p pripadne interakcia
faktorov prispieva Kk regulacii expresie cryl, bunkovej proliferacii a migracii bunkovej linii
kolorektalneho karcindmu DLD1. Zaroven bolo nasim cielom zistit’, ¢i aplikadcia miR-34a-5p
a EMF mo6zu stvisiet’ s migraciou alebo proliferaciou buniek, ked’ze jednou z charakteristik

nadorového bujnenia je zvySend proliferdcia a tieZ zmeny v migracnej aktivite buniek.

Material a metody

V in vitro pokusoch bola pouzita bunkova linia DLD1 odvodena od l'udskych buniek
KRK. Bunkova linia DLD1 bola kultivovand v médiu RPMI 1640 s5 - 10% FBS a
antibiotikami pri 37°C a 5% COz. Po trypsinizécii, boli DLD1 bunky transfekované pomocou
lipofektaminu (RNAIMAX reagent, Thermofisher, USA) transfek¢nou zmesou, ktora
obsahovala mimic a/alebo inhibitor miR-34a, respektive ich prisluSni negativnu kontrolu
rozpustent v OptiMEM médiu (Thermofisher, USA). Transfekcia prebiehala podl'a pokynov
vyrobcov (Thermofisher, USA). Finalna koncentracia transfekovanych olig v bunkovej
suspenzii bola 100 nmol. Vysiate DLD1 bunky boli rozdelené podl'a faktora EMF na kontrolna
a experimentalnu skupinu, ktora bola vystavena pdsobeniu 2.4 GHz s intenzitou 70 mW/m?,
Zdrojom EMF bol WiFi router D-Link GO-RT-N150 (2.4 GHz), ktory bol umiestneny v
inkubatore, pricom platnicky s DLD1 bunkami boli od zdroja vzdialené 6 cm. Bunky
V kontrolnej skupiny boli obalené izola¢nou foliou YSHIELD HNV100. Ostatné podmienky
boli pre obe skupiny rovnaké. Transfekované oliga: hsa-pre-miR-34a mimic (AM17100), hsa-
pre-miR-34a negative control (AM17111), hsa-miR-34a-5p mimic (4464066), hsa-miR-34a-
5p negative control (4464058), hsa-miR-34a-5p inhibitor (4464084).

Za ulelom analyzy migracie DLD1 buniek boli na 24 jamkové platnicky vysiate
transfekované DLD1 bunky. Nasledne, po 24 hod inkubécii, bola urobend wound healing ese;.
Vytvorené jazvy boli dokumentované pomocou mikroskopu NIB-100F (NOVEL, Cina) a
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programu BEL Capture 3.2 (NOVEL, Cina) hned’ po vytvoreni jazvy a po 24 hod inkubécii v
podmienkach (EMF aj kontrola). Migracia buniek bola vyhodnotena pomocou programu
TScratch (ETH, Svajéiarsko).

Proliferacia DLD1 buniek bola hodnotend 24 hod po vysiati transfekovanych DLD1
buniek. Pri¢om transfekované DLD1 bunky boli inkubované v kontrolnych podmienkach aj
Vv podmienkach EMF. Na analyzu proliferac¢nej aktivity bol pouzity kit CellTiter 96 AQueous
Cell Proliferation Assay (Promega, USA). Po 3 hod inkubéacii DLD1 buniek s roztokom
MTS/PMS bola spektrofotometricky odmerana absorbancia pri 490 nm.

Transfekované¢ DLD1 bunky urcené na izolaciu mRNA a miRNA boli inkubované
v oboch podmienkach (kontrola, EMF) po dobu 48 hod(kazd4 skupina bola hodnotend z 8
jamiek 24 jamkovej platnicky). Za ucelom izolacie RNA z DLDI buniek sme pouzili RNA-
reagent (MRC, USA) d’alej sme postupovali podl'a pokynov vyrobcu. Na polyadenylaciu bol
pouzity primer so sekvenciou 5'- CAGGTCCAGTTTTTTTTTTTTTTTVN - 3. Reakéné zmes
(na jednu vzorku) sa skladala z: 1,3 pl vody, 4 pl 5x buffer, 2 ul 25 mM MnCI2, 2 ul 10 mM

ATP a 0,7 pl enzymu E-PUB 2U/ul. Na reverznu transkripciu bol pouzity kit: Reverse
Transcription System (Promega, USA). Génova expresia bola analyzovana prostrednictvom
real time PCR a kitu: QuantiTect SYBR Green PCR Kit (1000) (QIAGEN, Nemecko). Celkovy
pocet cyklov reakcie bol 40 s programom: aktivacia (95°C, 15 min), denaturacia (94°C, 15s),
anelacia (s17,cryl: 49°C, 30s; hsa-miR-34a-5p: 60°C, 30s), syntéza (s17,cryl: 72°C, 30s; hsa-
miR-34a-5p: 70°C, 30s), zavere¢na syntéza (s17,cryl: 72°C, 2 min; hsa-miR-34a-5p: 70°C, 2
min). Pomocou real time PCR bola odmerana expresia génu cryl, miR-34a-5p. Data boli
normalizované na housekeeper s17.

Na Statistické vyhodnotenie experimentov sme pouzili dvojfaktoroviit ANOVU (faktor
EMF a faktor transfekovanych olig) a Tuckey post hoc test. Za signifikantne preukazné boli

povazované rozdiely vykazujuce p < 0,05.

Vysledky a diskusia
Preukazali sme signifikantny vplyv interakcie elektromagnetického pol'a a miR-34a-5p
v bunkovej linii DLD1 na expresiu hodinového génu cryl. Transfekcia mimic pre-miR-34a
v skupine s faktorom EMF viedla k signifikantne zvysenej expresii cryl (p < 0,05) v porovnani
s negativnou kontrolou (NC pre, NC_m) (Obr. 1.). Na druhej strane, aplikacia mimic pre-
miR-34a v kontrolnych podmienkach nezmenila expresiu hodinového génu cryl (Obr. 1.).
Nase vysledky preukazali signifikantny vplyv interakcie transfekovanych olig a EMF

na proliferaciu DLD1 buniek. Aplikacia funkéného analogu pre-miR-34a znizila proliferaciu u

289



kontrolnych (p < 0,05) ale nie u EMF vystavenych DLD1 buniek (Obr. 2.). Transfekcia
funk¢ného analdgu pre-miR-34a do DLD1 buniek v skupine s faktorom EMF preukazala trend

(p=0,06) k zvysenym hodnotam prolifera¢nej aktivity v porovnani s jej negativnou kontrolou.
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Obr. 1. Expresia hodinového génu cryl Transfekcia mimic pre-miR-34a v skupine s faktorom
elektromagnetického pol'a (EMF) viedla k upregulacii cryl v porovnani s negativnou kontrolou (NC _pre) aj s
(NC_m). Expresia cryl po aplikacii mimic pre-miR-34a bola signifikantne vyssia v skupine v s faktorom EMF

V porovnani so skupinou v kontrolnych podmienkach (Control) (ANOVA, Tukey post hoc test, p < 0,05)
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Obr. 2. Analyza prolifera¢nej aktivity DLD1 buniek Transfekcia mimic pre-miR-34a v skupine
s kontrolnymi podmienkami (Control) viedla k znizeniu proliferacnej aktivity v porovnani s jej prislusnou
negativnou kontrolou (NC_pre) (ANOVA, Tukey post hoc test, p < 0,05). Prolifera¢na aktivita po aplikacii
mimic pre-miR-34a preukazala trend k zvySenym hodnotdm (p = 0,06) v porovnani s jej negativnou kontrolou
(NC_pre) a po aplikacii mimic pre-miR-34a bola proliferacia signifikantne vyssia v skupine v s faktorom
elektromagnetického pol'a (EMF) v porovnani so skupinou v kontrolnych podmienkach (Control) (ANOVA,
Tukey post hoc test, p < 0,01)

Nase vysledky st v stilade so studiou, kde aplikacia funkéného analogu miR-34a-5p
viedla k signifikantne zniZenej proliferacii v porovnani s negativnou kontrolou v bunkovej linii
KRK - HCT116. Znizena prolifera¢n4 aktivita vplyvom aplikovanej miR-34a bola dok4zana aj
v bunkovej linii KRK - SW480, ktora ma mutovany gén TP53 [5,12]. V dostupne;j literatire
zatial’ nie su vysledky naznacujuce, ze by EMF stimulovalo proliferacnu aktivitu, napriek tomu
sme v nasej §tadii pozorovali nepritomnost’ inhibicie proliferacie aplikovanou pre-miR-34a

v skupine s faktorom EMF. Filipovic a kol. (2014) dokazali opa¢ny efekt posobenia EMF na
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proliferaciu buniek, a teda, Ze expozicia 50 Hz s vystupnym napédtim 9.1 V a pradovym
zosilnovacom do 1A na bunkovu liniu SWA480 viedla k signifikantne znizenej proliferacii v
porovnani s kontrolou. Tento efekt vSak nebol potvrdeny na bunkovej linii HCT116 [13].
Mazzoccoli a kolektiv (2016) potvrdili, ze po ektopickej expresii cryl bola
Vv bunkovych linidich KRK (HT29 a SW480) signifikantne zvySena proliferdcia buniek
V porovnani s kontrolou. Vyssia miera proliferacnej aktivity bola po ektopickej expresii cryl
U bunkovych linii s mutovanym génom pre p53 (HT29 a SW480) v porovnani s bunkovymi
liniami s wildtype TP53 (CaCo2 a HCT116) [10]. V dostupne;j literatire nie je znama priama
regulacia cryl prostrednictvom miR-34a. In silico analyza uvadza, Ze expresia cryl moze byt
inhibovana prostrednictvom miR-34a-5p [14], avSak naSa analyza to nepotvrdila (Obr.1.).

Naopak, potvrdili sme upregulaciu cryl po aplikacii pre-miR-34a, ale len v sucinnosti s EMF

Domnievame sa, ze sucinnost’ faktorov posobenie EMF a pre-miR-34a méze viest
k deregulaciam génovej expresie cryl a pravdepodobne aj inych génov. Nasa §tudia poukazuje
na moznu deregulaciu ucinkov tumorsupresorovej miR-34a-5p vplyvom EMF. Predpokladame
tak na zaklade toho, Zze znizend proliferacia bola potvrdena aplikaciou pre-miR-34a len
Vv kontrolnych podmienkach, a nie v podmienkach EMF. Zaroven, transfekcia pre-miR-34a do
bunkovej linie DLD1 mala vplyv na expresiu cryl len v skupine EMF, a nie v kontrolnych
podmienkach. Navyse, existuju dokazy o senzitivite cryl na expoziciu EMF [11]. Napriek
tomu, Ze vysledky stadii analyzujiice vplyv EMF aj v stvislosti s inymi faktormi nie su
konzistentné, a nie je znamy ani mozny mechanizmus pdsobenia EMF na nadorové bunky,
naSa $tadia poukazuje na mozny negativny ucinok elektromagnetického pola ato aj
Vv suvislosti s aplikdciou miR-34a-5p.

Utinok miR-34a-5p v sudinnosti s faktorom EMF na expresiu cryl je mozné
hypoteticky vysvetlit tak, ze elektromagnetické pole moze ovplyviiovat interakciu medzi pre-
miR-34a a inhibitorom cryl. Interakcia faktorov miR-34a a EMF nemala vplyv na migra¢nu
aktivitu DLD1 buniek. V dostupnej literatare sa vSak uvadza, ze transfekcia miR-34a-5p do
bunkovej linie HCT116 viedla k signifikantne znizenej migra¢nej aktivite. Na druhej strane,
zniZenie migracnej aktivity nepotvrdili v bunkovej linii HCT116, ktord mala mutovany gén
TP53. Bunkova linia DLDI pouZzitd v naSom experimente ma tiez mutdciu v géne pre
tumorsupresor p53. Predpokladame, ze prave kvoli mutacii v géne pre p53 sme v naSom
experimente nepozorovali inhibiciu migra¢nej aktivity po aplikacii miR-34a-5p. Nase vysledky
tiez ukazuju, ze faktor EMF neovplyviiuje migra¢nu aktivitu DLD1 buniek. Avsak, v dostupnej

literature bola potvrdena regulacia migracnej aktivity na bunkovej linii keratinocytov (HaCaT),
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kde expozicia EMF (0,5 V/ecm) po 15 min viedla k zvySenej rychlosti migracie buniek a
migracii smerom k anode [15].
Zaver

Nase vysledky ukazuji, ze EMF v st¢innosti s miR-34a-5p ma kapacitu ovplyviovat
fyziologické parametre ako génova expresia a proliferacia buniek. Transfekcia pre-miR-34a
signifikantne znizila proliferaciu v porovnani s jej negativnou kontrolou v kontrolnych
podmienkach, avsak nie v skupine s faktorom EMF. Analyza tiez potvrdila upregulaciu
hodinového génu cryl po aplikacii funkéného analégu pre-miR-34a v porovnani s negativnou
kontrolou v skupine s faktorom EMF. Na druhej strane, efekt zvySenej expresie cryl nebol
preukazany v kontrolnych podmienkach. V nasej praci sme nepotvrdili vztah medzi miR-34a-

5p a EMF na migraciu DLD1 buniek.
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