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cez bunkové línie gliómov a amplitúdy elektrického 
poľa
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Abstrakt:  Predchádzajúce  štúdie  uvádzajú,  že  striedavé  elektrické  polia  (EF)  v  režime strednej  frekvencie 
(100-300 kHz) a nízkej intenzity (1-3 V/cm) - označované ako "Tumor Treating Fields" (TTFields) - majú špecifický 
antiproliferačný účinok na bunky multiformného glioblastómu (GBM). Mechanizmus(y) účinku však stále nie je(sú) 
úplne objasnený(é), čo bráni klinickému prijatiu liečby založenej na TTFields. S cieľom pokročiť v štúdiu takejto 
liečby  in  vitro  sme  vyvinuli  indukčné  zariadenie  na  dodávanie  EF  do  bunkových  kultúr,  ktoré  v  porovnaní  s 
predchádzajúcimi zariadeniami zlepšuje tepelnú a osmolárnu reguláciu. Pomocou tohto indukčného zariadenia 
sme aplikovali kontinuálne elektromagnetické polia (EMP) s frekvenciou 200 kHz s radiálnym profilom amplitúdy 
EF s rozpätím 0-6,5 V/cm na kultúry primárnych potkaních astrocytov a niekoľko ľudských bunkových línií 
GBM  -  U87,  U118,  GSC827  a  GSC923  -  počas  72  hodín.  Hustota  buniek  sa  hodnotila  prostredníctvom 
segmentovaných  hustôt  pixelov  z  expresie  GFP  (U87,  U118)  alebo  z  farbenia  (astrocyty,  GSC827, GSC923). 
Ďalšie  analýzy  RNA-Seq  sa  vykonali  na  bunkách  GSC827  a  GSC923.  Ošetrené  kultúry  všetkých  bunkových  línií 
vykazovali pri nižších amplitúdach EF (0 - 3 V/cm) len malú alebo žiadnu zmenu v proliferácii. Pri vyšších 
amplitúdach (> 4 V/cm) sa pozorovali odlišné účinky. Zjavná hustota buniek sa zvýšila (U87), znížila (GSC827, 
GSC923) alebo vykazovala len malé zmeny (U118, astrocyty). Analýzy RNA-Seq na ošetrených a neošetrených 
bunkách  GSC827  a  GSC923  odhalili  rozdielne  exprimované  súbory  zaujímavých  génov,  napríklad  tie,  ktoré 
súvisia s kontrolou bunkového cyklu. Zvýšená a znížená regulácia však nebola konzistentná naprieč bunkovými 
líniami  ani  amplitúdami  EF.  Naše  výsledky  nenaznačujú  žiadny  konzistentný,  antiproliferačný  účinok  EMF  s 
frekvenciou 200 kHz naprieč bunkovými líniami GBM a sú tak v rozpore s predchádzajúcimi zisteniami in vitro. 
Účinky  sa  skôr  líšili  v  rôznych  bunkových  líniách  a  režimoch  amplitúdy  EF,  čo  zdôrazňuje  potrebu  posúdiť 
účinok(-y) TTFields a podobných ošetrení na základe jednotlivých bunkových línií.
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Úvod

Multiformný glioblastóm (GBM) je najčastejší 
a najsmrteľnejší primárny nádor mozgu 
dospelých. Napriek multimodálnemu 
liečebnému plánu je medián prežitia 
pacientov len 14-16 mesiacov od stanovenia 

diagnózy  -  malé  percento  pacientov  prežíva 
päť a viac rokov [1-3].



Kirson  a  kol.  [4]  uviedli,  že  elektrické  polia 
strednej  frekvencie  (100-300  kHz)  s  nízkou 
intenzitou (1-3 V/cm) - označované ako 
"Tumor  Treating  Fields"  (TTFields)  -  majú 
antiproliferačný účinok, ktorý inhibuje 
rýchlosť rastu GBM buniek v kultúre, pričom 
nemajú žiadny výrazný účinok na nedeliace 
sa bunky. Tento inhibičný účinok bol 
zaznamenaný v závislosti od frekvencie s
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vrchol  pri  200  kHz  pre  bunky  GBM.  Účinok 
závisel aj od amplitúdy elektrického poľa (EF); 
pri  vyšších  amplitúdach  EF  (>  1  V/cm)  sa  u 
niektorých gliómových bunkových línií 
pozorovala viac ako 50 % inhibícia rýchlosti 
rastu [4, 5]. V následných štúdiách sa zistilo, 
že TTFpole má za následok de- kreáciu 
nádorov u zvierat a ľudí [4 - 6] a metastatické 
šírenie [7]. Pod vplyvom TTFields sa 
pozorovala aj abnormálna mitotická 
morfológia buniek vrátane krvácania s 
následnou apoptózou [8, 9].

Spoločnosť Novocure Ltd. odvtedy tieto 
predklinické výsledky premietla do praxe. 
Systém Optune™ (predtým NovoTTF-100A) 
bol  vyvinutý  na  aplikáciu  TTFields  in  vivo. 
Systém pozostáva zo sústavy elektród 
pripevnených na oholenú pokožku hlavy 
pacienta.  V  roku  2011  bol  systém  Optune™ 
schválený  americkým  Úradom  pre  kontrolu 
potravín a liečiv (FDA) na liečbu recidívy GBM 
na základe klinickej štúdie fázy III 
(NCT00379470), v ktorej sa porovnávali 
TTFields s chemoterapiou podľa výberu 
lekára [10]. V roku 2015 bol systém 
Optune™ s adjuvantným temozolomidom 
(TMZ) schválený na liečbu 
novodiagnostikovaného GBM po 
chirurgickom zákroku a rádioterapii na 
základe  štúdie  (NCT00916409),  v  ktorej  sa 
porovnávali TTFields  v  kombinácii  s  TMZ  so 
samotným TMZ [11].

TTFields nemajú jasný mechanizmus účinku

Napriek pokračujúcemu klinickému, 
predklinickému a teoretickému výskumu 
zostáva mechanizmus (mechanizmy) účinku 
TTFields neúplne preskúmaný. Výpočtové 
modely predpokladajú, že útlm EF v 
bunkách  závisí  od  frekvencie  [12  -  14].  Pri 
nižších  frekvenciách  sú  EF  "tienené"  (t.  j. 
brzdené  elektrickým  odporom  a  kapacitnou 
reaktanciou) a nepreniknú cez bunkovú 
membránu, zatiaľ čo v strednom 
frekvenčnom rozsahu (100 - 500 kHz) môžu 
EF v rôznych fázach bunkového cyklu 
preniknúť  s  pomerne  malým  amplitúdovým 
útlmom [13]. V dôsledku toho môžu mať polia 
TTF v zásade priamy biofyzikálny účinok 
(účinky) na vnútro buniek GBM. Kirson a kol. 
ini-ciatívne [4] navrhli dva účinky, ktoré 
považovali za špecificky antimitotické: (1) 
TTFields môžu ovplyvniť dipólové 
usporiadanie nabitých molekúl, konkrétne 

tubulínu a septínových dimérov, a (2) 
TTFields môžu mať za následok nerovnomerné 
EF (t. j. gradienty EF) v štiepnej brázde deliacej 
sa bunky. Prvý mechanizmus by narušil 
mitotické
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tvorbu vretienka a pravdepodobne aj 
lokalizáciu septínového komplexu na 
anafázovej  stredovej  čiare  vretienka.  Druhý 
mechanizmus  by  počas  cytokinézy  vytváral 
významné dielektroforetické sily (DEP), 
ktoré by mohli viesť k agregácii 
polarizovateľných  makromolekúl  smerom k 
štiepnej  brázde  a  od  nej,  čo  by  narušilo 
proces štiepenia.

Nedávne výpočtové a teoretické analýzy 
Tuszyńského  a  kol.  [12]  a  Liho  a  kol.  [15] 
však naznačujú, že klinicky relevantné 
zosilnenia EF (1 - 3 V/cm) vytvárajú 
elektrostatické  sily,  ktoré  sú  príliš  malé  na 
to, aby významne ovplyvnili rotačnú 
dynamiku  tubulínu  alebo  septínu,  t.  j.  tieto 
sily sú  oveľa menšie ako  tepelná energia 
uvedených  dimérov,  čo  spochybňuje  prvý 
navrhovaný mechanizmus. Pokiaľ ide o 
druhý  mechanizmus,  tieto  modely  [12,  13] 
predpovedajú,  že  TTFields  môžu  vytvárať 
významné DEP sily, čo poskytuje teoretický 
dôkaz pre rušivý pohyb polarizovateľných 
makromolekúl počas cytokinézy. Li et al. 
[15] však predpokladajú, že tento pohyb by 
bol príliš pomalý v porovnaní s trvaním 
telofázy na to, aby ovplyvnil delenie buniek. 
TTFields môžu tiež spôsobiť biofyzikálne 
účinky nad rámec tých, ktoré navrhli Kirson 
a kol. [4], vrátane, ale nielen: šírenia 
iónových vĺn pozdĺž a okolo mikrotubulárnych 
vlákien  [12],  zmien  vo  vodivosti  iónových 
kanálikov [16], zmien membránového 
potenciálu [15], zvýšenej permeability 
membrán [17] a Joulovho ohrevu 
cytoplazmy  a/alebo  kultivačného  prostredia 
[18].

Narastajúci počet prác poukazuje na 
špecifické biomolekulárne dráhy v 
mechanizme (mechanizmoch) účinku 
TTFields (pozri prehľad [19]). Napríklad sa 
zistilo, že TTFields aplikované in vitro vedú 
k oneskorenej oprave poškodenia DNA 
prostredníctvom  downregulácie  BRCA  [20], 
k dvojvláknovým zlomom DNA [21] a k 
zvýšeniu autofágie prostredníctvom 
downregulácie  signálnej  dráhy  fosfoinozitid 
3-kináza/Akt/jadrový  faktor  κB  [22].  Medzi 
ďalšie  zaznamenané  účinky  patrí  zvýšená 
imunogénna smrť buniek [7] a znížená 
migrácia  a  inva-  zia  buniek  [23,  24].  Tieto 
dráhy  môžu  pôsobiť  za  vyššie  uvedenými 
biofyzikálnymi účinkami alebo spolu s nimi. 
TTFields môžu mať aj synergický účinok s 
adjuvantnou  chemoterapiou. Túto  hypotézu 

podporuje klinické  zistenie,  že  TTFields  sú 
najúčinnejšie  v  kombinácii  s TMZ [11, 24]. 
TTFields
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môže zvýšiť účinok TMZ tým, že naruší 
rezistenciu buniek GBM na viaceré lieky, čo 
je čiastočne spôsobené nadmernou expresiou 
transportérov ABC (ATP-Binding Cassette), 
ABCG2  a  ABCB1  [25].  V  nedávnej  práci  sa 
hodnotili aj zmeny expresie v celom genóme 
v dôsledku TTFields, pričom sa okrem iného 
zaznamenali účinky na gény súvisiace s 
bunkovým  cyklom  a  bunkovou  smrťou [26, 27]. 
Hoci  v  pozorovaných  účinkoch  polí  TTFields 
môže zohrávať úlohu mnoho mecha- nizmov, 
žiadny z nich nebol jednoznačne preukázaný 
in vivo.

V komunite neuroonkológov prebieha 
diskusia  o  účinnosti  TTFields  a  Optune™. 
Od roku 2019 zostáva miera prijatia približne 
30 % (t. j. 30 % vhodných pacientov s GBM 
dostáva TTFields tam, kde je k dispozícii) [19]. 
Toto pomalé prijímanie môže byť okrem 
iných faktorov spôsobené nedostatkom 
jasného  mechanizmu  účinku,  o  ktorom  sa 
diskutuje  vyššie,  a/alebo  absenciou  fiktívnej 
kontrolnej skupiny v otvorených klinických 
štúdiách  (podrobnejší  klinický  pohľad  pozri 
Wick  [28]).  S  cieľom  pomôcť  vyriešiť  túto 
diskusiu spoločnosť Novocure Ltd. 
sprístupnila výskumníkom svoj testovací 
systém in vitro s názvom Inovitro™. Odvtedy 
boli publikované nezávislé štúdie 
využívajúce  systém  Inovitro™  na  skúmanie 
rôznych mechanizmov účinku (napr. [21, 
29]).  Ako  zásadný  doplnok  k  týmto  štúdiám 
sme sa snažili preskúmať účinky stredne 
častých elektrických polí (EF) s nízkou 
amplitúdou na ľudské bunkové línie GBM 
pomocou úplne odlišnej metódy aplikácie EF.

Prepracovanie experimentov in vitro TTFields

Systém Inovitro™, ktorý je podrobne 
opísaný v práci Porat et al. [30], nie je bez 
metodických  problémov.  Systém  pozostáva 
z dvoch párov ortogonálne orientovaných, 
kapacitne prepojených elektród 
pripevnených na misky s bunkovými 
kultúrami. Tieto elektródy sú izolované 
keramikou a pripojené ku generátoru funkcií a 
zosilňovaču. Striedavé EF sa generujú s 
periodickým prepínaním medzi dvojicami 
elektród [5, 30], aby sa maximalizovala 
účinnosť  akýchkoľvek  efektov  závislých  od 
orientácie,  ako  sú  napríklad  sily  DEP  počas 
cytokinézy.

Hlavným úskalím systému Inovitro™ je tvorba 
tepla. Značné množstvo tepla vzniká 

prostredníctvom kontaktných elektród a 
Joulovým ohrevom (elektricky) vodivých
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kultivačné médium. Na udržanie 
fyziologickej  teploty  37  °C  v  kultivačnom 
médiu navrhujú vývojári systému Inovitro™, 
aby  sa  používal  v  inkubátore s teplotou  18 
°C. Okrem toho je systém navrhnutý tak, aby 
sa  dal  prerušovane  vypínať  [30].  Použitie 
chladiaceho prostredia prináša ďalšie výzvy. 
Chladnejší a suchší vzduch obklopujúci teplé 
kultivačné médium môže urýchliť 
odparovanie v dôsledku zvýšeného 
gradientu tlaku pary. V dôsledku toho môže 
byť osmolárna regulácia ohrozená počas 
dlhšieho časového obdobia.

Pri  vývoji  nášho  zariadenia  na  aplikáciu  EF 
sme zohľadnili príslušné konštrukčné 
obmedzenia  systému  Inovitro™.  Aby  sme 
zmiernili  ťažkosti  spojené  s  tvorbou  tepla, 
rozhodli sme sa použiť indukčný, a teda 
bezkontaktný  spôsob  podávania  EF.  Týmto 
spôsobom sa eliminuje vodivé teplo. 
Podrobné informácie o nastavení sú uvedené 
v  práci  Ravin,  Cai et al [31]. V skratke, 
elektromagnetické polia (EMP) s 
požadovanou frekvenciou (200 kHz) boli 
generované vo vzduchovej solenoidovej 
cievke pripojenej k priemyselnému 
indukčnému ohrievaču a umiestnenej v 
inkubátore (pozri Metódy, obrázok 1A). 
Vzniká  indukovaný  obvodový  EF  pro-  file  s 
amplitúdou, ktorá lineárne narastá od stredu 
cievky  (obrázok  1B).  Radiálne  narastajúci 
profil  EF  v  každej  kultivačnej  miske  nám 
umožňuje vykonať experiment "titrácie 
dávky" EF, pričom každá miska má jadro s 
malým  alebo  žiadnym  EF,  ktoré  slúži  ako 
vnútorná  kontrola.  Akékoľvek  zmätky  medzi 
miskami, ako napríklad rozdiely v 
osmolárnych podmienkach, nemôžu prispieť 
k  rozdielom  pozorovaným  v  rámci  tej  istej 
misky, a preto sme sa im vyhli. Vytvára sa aj 
malé, vertikálne (alebo osovo) striedavé 
magnetické  pole.  Problémom  však  zostáva 
Joulovo ohrievanie kultivačného média.

Na riešenie Joulovho ohrevu sa cievka 
aktívne ochladzovala pod teplotu inkubátora, 
čím sa vytvárali čisté konvekčné tepelné 
straty, ktoré sa dajú nastaviť tak, aby sa 
vyvážil  Joulov  ohrev  kultivačného  média  a 
udržiavala  sa  ustálená  teplota.  Pritom  sa 
EMP môže aplikovať nepretržite bez 
ovplyvnenia teploty kultivačného média. Boli 
tiež prijaté opatrenia na zlepšenie 
osmolárnej regulácie (pozri Metódy, obrázok 
1C).

Tento  experimentálny  testovací  systém  nám 
umožňuje vyhodnotiť výsledky, ktoré 
uvádzajú Kirson et al. [4], ako aj rozšíriť 
rozsah "dávky" EF alebo amplitúdy
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Obrázok 1. Schéma experimentálnej aparatúry a metód. A. Zostava na aplikáciu EMP s frekvenciou 200 kHz. 
Cievka  (vnútorný  priemer  =  5  cm,  výška  =  8  cm,  3  závity,  dvojito  zabalená)  bola  pripojená  k  indukčnému 
ohrievaču a obalená vodným plášťom. Voda cirkulovala pomocou chladiacej slučky. Cievka bola potom upevnená 
v  inkubátore.  Do  cievky  sa  umiestnili  rukávy  so  siedmimi  na  sebe  uloženými  miskami,  z  ktorých  päť  bolo 
umiestnených v cievke vo vertikálnych polohách označených P1-P5. P1 bola vylúčená z dôvodu pozorovanej 
variability teploty. Teplota sa monitorovala pomocou optického snímača v strede misky P3; preto bola vylúčená aj 
miska  P3.  Samostatný  kontrolný  zásobník  bol  umiestnený  mimo  cievky.  B.  Nameraný  profil  amplitúdy  EF. 
Vonkajší priemer Do = 35 mm je prekrytý. C. Schéma tvarovania veka
proces,  ktorý  sa  používa  na  zmenšenie  exponovanej  plochy.  Viečka  boli  tvarované  tak,  aby  sa  dotýkali 
vnútorného priemeru približne

Di = 21 mm.

nad rámec tých, ktoré sa používali predtým. V 
tejto  práci  uvádzame  výsledky  72-hodinovej 
nepretržitej aplikácie EMP s frekvenciou 200 
kHz v rozsahu 0-6,5 V/cm na rôzne bunkové 
línie. Podľa našich vedomostí uvádzame prvé 
výsledky  striedavej  stimulácie  EF  v  rozsahu 
nad 5 V/cm. Skúmali sme dve ľudské bunkové 
línie GBM použité v predchádzajúcich 
štúdiách: U87 a U118 a dve nedávno 
validované kmeňové bunkové línie GBM: 
GSC827, GSC923 [32]. Ako príklad 
normálnych  buniek  centrálneho  nervového 
systému  sa  študovali  aj  primárne  astrocyty 
potkanov. Hustota  segmentovaných  pixelov  sa 
hodnotila prostredníctvom expresie GFP v 

prípade U87 a U118 a prostredníctvom 
bunkových
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Farbenie zelenou farbou CMFDA a 
Hoechstom 33342 pre GSC827, GSC923 a 
astrocyty potkanov ako proximálne meranie 
hustoty buniek. Časový priebeh intenzity 
farbenia  CellTracker  a  Hoechst  v  bunkách 
GSC827  a  GSC923  sa  hodnotil  aj s cieľom 
zistiť, či liečba ovplyvňuje aktivitu púmp, 
ktoré odstraňujú CellTracker a Hoechst, 
konkrétne  ABC  transportérov  (aktivita  ABC 
transportérov sa považuje za zdroj 
rezistencie  na  viaceré  lieky  v GBM [25]). 
Nakoniec sa analýzy RNA-Seq vykonali na 
bunkách GSC827 a GSC923 odobratých z 
rôznych radiálnych oblastí misiek - 
zodpovedajúcich
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na rôzne amplitúdy EF - na posúdenie 
účinkov na expresiu génov po liečbe.

Materiály a metódy

Bunkové kultúry

Bunky  U87  a  U118 exprimovali  GFP,  zatiaľ čo 
bunky GSC827, GSC923 a astrocyty potkanov 
nie.  Pre  všetky  kultúry  sa  3  ml  bunkovej 
suspenzie  umiestnili  do  35  mm  kultivačných 
misiek (Corning, Falcon). Pre U87, U118, 
GSC827, GSC923 a
potkaních astrocytov bola hustota nanesenia 
buniek na misku 1,0 × 105, 5 × 104, 7,5 × 104, 
7,5 ×
104 a 1,0 × 105. Počet
opakovaní bolo 21, 24, 18, 12 a 15 v 
rovnakom poradí.

Bunky U87 a U118 (ATCC, Glioma Tumor Cell 
Panel  TCP-1018™)  sa  uchovávali  v  75  ml 
bankách s kultivačným médiom DMEM 
doplneným 10 % FBS, 1 % penicilínom a 
streptomycínom (Gibco; Thermo Fisher 
Scientific). Bunky sa pasážovali dvakrát 
týždenne  a  bunkové  kultúry  sa  udržiavali  v 
inkubátore s 5 % CO2 pri 37 °C. Pred 
každým experimentom sa GBM bunky 
označené GFP oddelili z kultivačnej nádoby 
pomocou  Accutase™  (Sigma)  a  znovu  sa 
suspendovali v médiu. Na podporu 
prichytenia  buniek  sa  bunky  umiestnili  na 
misky potiahnuté poly-D-lyzínom (0,05 
mg/ml) (Sigma).

Na  objasnenie  účinkov  EMP  indukovaných 
frekvenciou 200 kHz na transkriptomické 
profily mozgových nádorov sme vykonali 
RNA-Seq na kultúrach bunkových línií 
GSC827 a GSC923, ktoré pochádzajú z 
neuroonkologického  oddelenia  [32],  a  nie  z 
tradičných modelových bunkových línií; 
GSC827 pochádza od 60-ročného mužského 
pacienta s GBM a GSC923 od 56-ročnej 
pacientky  s  GBM.  Tieto  bunkové  línie  lepšie 
reprezentujú heterogenitu, ktorá sa môže 
vyskytovať u pacientov s GBM. Bunky 
GSC827 a GSC923 sa pestovali v suspenzii 
v 75 ml bankách s médiom NBE zloženým z 
média DMEM/F-12 doplneného 10 ml P/S, 5 
ml L-glutamínu, 5 ml rastového doplnku N2, 
10 ml rastového doplnku B27, EGF (25 
ng/ml) a bFGF (25 ng/ml). Bunky sa 
pasážovali raz týždenne, pričom sa 
vytvorené guľôčky disociovali pomocou 
Accutase™.  Medzi  jednotlivými  pasážami  sa 

médium raz vymenilo. Bunky sa rozmiestnili na 
misky potiahnuté Matrigelom (0,4 mg/ml, 
356234 Corning), opäť na podporu 
prichytenia.
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Astrocyty boli izolované z kôry 
postnatálnych potkanov medzi 1. a 3. dňom 
po narodení. Astrocyty boli kultivované v 
DMEM  +  10  %  FBS  pri  10  %  CO2  .  Po  7 
dňoch  rastu  sa  banky  cez  noc  pretrepali, 
aby sa znížila kontaminácia 
progenitorovými  bunkami  oligodendrocytov 
a mikrogliami. Keď kultúry dosiahli 75 % 
konfluenciu  (približne  3  týždne),  bunky  boli 
odstránené pomocou Accutase™ a 
následne  zmrazené.  Pred  experimentmi  sa 
bunky rozmrazili a rozmiestnili do 75 ml banky 
s  DMEM.  Pri  75  %  konfluencii  boli  bunky 
odstránené pomocou Accutase™ a 
rozmiestnené  na  misky  potiahnuté  Poly-D-
Lyzínom.

Kontinuálne dodávanie EMP s frekvenciou 200 
kHz do bunkových kultúr

Testovací systém, schematicky znázornený 
na obrázku 1, je podrobne opísaný v 
publikácii  Ravin,  Cai  et  al.  [31].  V  skratke, 
systém bol napájaný priemyselným
Indukčný  ohrievač  s  výkonom  10  kW  (DP-
10-400,  RDO Induction  LLC,  Washington  NJ) 
založený na konštrukcii rezonančného LC 
obvodu. Indukčné zariadenie bolo pripojené k 
dvojitej medenej cievke so vzduchovým 
jadrom.  Cievka  bola  opláštená  a  pripojená  k 
vodnému chladiču (Durachill©, 
PolyScience),  ktorý odoberá teplo a tým 
reguluje teplotu cievky (obrázok 1A). 
Cievka bola upevnená vo vnútri inkubátora 
s 5  %  CO2 (MCO-18M Multigas Incubator, 
SANYO Electric Co. Ltd., Osaka, Japonsko) 
cez  plexisklové  okienko.  Plastové  obaly  na 
misky na bunkové kultúry boli vytlačené  3-D 
tlačou  vo  vlastnej  réžii.  V  každom  puzdre 
sa  nachádzalo  sedem  35  mm  misiek  vo 
vertikálnom stohu. Horné a dolné taniere na 
okrajoch návleku boli naplnené iba médiom; 
stredných päť tanierov obsahovalo bunkové 
kultúry  a  ich  pozície  boli  označené  P1-P5 
(obrázok 1A).

Cievka bola aktívne chladená vodou na 
teplotu približne 22 °C, ktorá sa dala 
regulovať, aby sa odvádzalo teplo 
generované Joulovým ohrevom 
prostredníctvom ustálenej konvekcie a 
udržiavala sa tak konštantná fyziologická 
teplota v kultivačnom médiu. 
Experimentálna teplota sa merala nepretržite 
pomocou optického snímača teploty 
umiestneného v strede misky na P3 v rámci 
cievky, ktorá obsahovala len kultivačné 

médium (obrázok 1A). Táto teplota sa 
diaľkovo monitorovala, kontrolovala a 
zaznamenávala. Počas všetkých 
experimentov  sa  udržiavali  stabilné  teplotné 
podmienky (37 °C ± 0,5 °C). Podobné teploty 
sa udržiavali na všetkých miskách v 
polohách P2-P5, ale nie v P1, kde sa 
namerala  teplota  o  niekoľko  °C  nižšia  [31]. 
Misky v polohe P1 boli vylúčené
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zo všetkých analýz. Pri každom 72-
hodinovom experimente boli vytvorené tri 
experimentálne opakovania párových 
porovnaní misiek na pozíciách: P2, P4, P5.

Očakávaný  profil  EF  generovaný  v  cievke 
indukčným  zariadením  možno  vypočítať  zo 
základných princípov elektriny a magnetizmu. 
Vo vnútri cievky sa amplitúda indukovanej EF 
lineárne zvyšuje od nuly v strede 
taniera/cievky,  r  =  0,  po  maximum  pri  r  =  R, 
vonkajšom polomere taniera. Zatiaľ čo 
amplitúda EF sa priestorovo mení v 
radiálnom smere, v azimutálnom alebo 
obvodovom smere sa mení. Pri využívanom 
výkone  3,19  kW  sme  namerali  maximálnu 
amplitúdu EF 6-7 V/cm pk-pk  na  obvode 
paraboly,  znázornenú  na  obrázku  1B.  Tento 
profil EF sa experimentálne meral pomocou 
drôtených slučiek [31] a získala sa lineárna 
zhoda  pre  amplitúdu  EF, |E|, ako  funkciu  r 
(pozri obrázok 1B).

|E(r ≤ R)| ≈ 4,42 r [V/cm]. (1)

Kontrolné  puzdro  bolo  umiestnené  v  tom  istom 
inku- bátore  ďaleko  od  cievky  a  mimo  jej 
vertikálnej  osi  (pozri  obrázok  1  v  publikácii 
[31]), aby sa zabránilo šíreniu alebo rozptylu 
EMP.

Počas experimentov sa nevykonávali žiadne 
zmeny  médií.  Na  zmiernenie  strát  médií  sa 
pomer  objemu  média  k  jeho  povrchu  znížil 
dvomi spôsobmi: (1) zvýšením objemu média v 
miske z bežných 2 ml na 3 ml a (2) zmenou 
tvaru veka všetkých misiek tak, aby sa zakryla 
časť odkrytej plochy povrchu a aby sa 
kondenzát presmeroval späť do média 
(obrázok 1C). Tvarovanie sa uskutočnilo 
zahriatím viečok pomocou teplovzdušnej pištole 
a ich  následným  tvarovaním  pomocou  oceľovej 
guľôčky. Dosiahlo  sa zmenšenie povrchu  o  ≈ 
36 %. Pri týchto úpravách sa nameral nárast 
osmolarity v priebehu 72 hodín o 17 % a 6,5 
%  z  počiatočnej  osmolarity  314  milimol v 
upravených a kontrolných kondíciách [31].

Konfokálne zobrazovanie a farbenie

Radiálne sa meniaca amplitúda EF 
znemožňuje použitie konvenčných metód 
zdvíhania  a  počítania  buniek,  pretože  tieto 
metódy vylučujú kritické priestorové 
informácie.  Namiesto  toho  boli  celé  misky 
zobrazené  in  situ  spojením  políčok.  Na  konci 
experimentov sa misky z puzdier úplne 

odstránili. Každý pár misiek
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(kontrolné, ošetrené) sa zobrazovali 
striedavo. Otáčavá orientácia každej misky 
bola zachovaná pomocou značiek výrobcu, 
t.  j.  všetky  misky  mali  indexovacie  značky  a 
boli umiestnené tak, aby smerovali 
rovnakým smerom v inkubátore a na 
zobrazovacom stupni.

Misky  boli  pripevnené  na  stolík  laserového 
skenovacieho konfokálneho mikroskopu 
Zeiss  LSM  780.  Na  zobrazovanie  sa  použil 
prístroj EC Plan-NeoFluor 5 ×,
Použilo  sa  0,16  N.A.  V  kultúrach  U87  a 
U118  sa  zobrazil  GFP.  V  prípade  kultúr 
GSC827, GSC923 a potkaních astrocytov sa 
pred zobrazovaním odstránilo médium NBE a 
pridalo  sa  1  ml  média  NBE  s  CellTracker 
Green  CMFDA  (C7025,  Thermo  Fisher)  v 
koncentrácii 2,5 μM alebo s Hoechstom 
33342  v  koncentrácii  3  μg/ml.  Pre  GFP  aj 
CellTracker sa použil laser s vlnovou dĺžkou 
488 nm, rozdeľovač lúča 488/562 nm a filtre 
s vlnovou dĺžkou 500-555 nm. Pre Hoechst 
33342  sa  použila  vlnová  dĺžka  exci-  tácie 
405  nm  a  zárezový  reflektor  405  nm.  Pre 
všetky  snímky  sa  zošilo  spolu  484  oblastí 
záujmu  s  5  %  prekrytím.  Konečná  veľkosť 
obrazu bola 10 726 × 10 726 pixelov (px). Pri 
zobrazovaní sa dbalo na to, aby sa 
nepoužívali nasycujúce parametre; parametre 
sa  počas  všetkých  experimentov  udržiavali 
konštantné.  Na  posúdenie schopnosti buniek 
GSC827  a  GSC923  vyčerpať  CellTracker  a 
Hoechst sa po niektorých experimentoch 
vykonali prídavné  zobrazovacie štúdie na 
zadržanie CellTrackera aj Hoechstu. Bunky 
sa po prvom zobrazovaní dvakrát premyli 1 
ml  média  NBE  a  potom  sa  umiestnili  späť 
do  inkubátora  na  2  hodiny  (bez  ošetrenia). 
Po uplynutí 2 hodín sa misky opäť 
zobrazovali s rovnakým protokolom a 
parametrami zobrazovania.

Spracovanie obrazu

Cieľom spracovania obrazu bolo 
kvantifikovať  hustotu  segmentov  v  px  ako 
funkciu  radiálnej  vzdialenosti.  Každý  obraz 
bol  najprv  rozdelený  (t.  j.  binovaný)  na  25 
rovnako dlhých prstencov alebo pásov. Kvôli 
prispôsobeniam, ktoré zakrývajú spodnú 
časť  misky,  bola  do  analýzy  zahrnutá  len 
horná časť pásma od 18. pásma (pozri 
obrázok  S1,  kde  je  ukážkový  obrázok  celej 
misky). Z dôvodu deformácií na okraji misky 
boli  vyradené  aj  23.  -  25.  pásmo.  Obrázky 

boli  najprv  kontrastne  vylepšené  pomocou 
metódy morfologickej transformácie, pri ktorej 
sa
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"horný klobúk" sa pridá a "spodný klobúk" sa 
z obrazu vyradí. Na tento krok sa použil 
štruktúrny prvok v tvare disku s polomerom 3 
px.  Obrázky  sa  potom  denoizovali  pomocou 
Wienerovho filtra 3 × 3.

Následne sa vykonala segmentácia podľa 
jednotlivých pásiem v dvoch krokoch: 
binarizácia  a otvorenie  (obrázok  2C).  Prahové 
hodnoty  pre binarizáciu  obrazu sa  vybrali  na 
základe jednotlivých pásiem pomocou 
Otsuovej  metódy.  Pre  všetky  typy  buniek 
okrem U87 sa vypočítal jeden prah. Pre U87 
sa  vypočítali  dva  prahy  a  použil  sa  nižší  z 
nich kvôli prítomnosti jasnejších buniek 
vykazujúcich vysokú expresiu GFP. Po 
binarizácii sa vykonal krok otvorenia s 
polomerom 6 px. Nakoniec sa pre každý pás 
vypočítal  pomer  px  popredia  a  pozadia  ako 
približná miera hustoty buniek. Px v popredí 
sa  použili  ako  maska  na  neskorší  výpočet 
intenzity px v jednotlivých pásmach na 
posúdenie aktivity čerpania. Všetko 
spracovanie  obrazu  sa  vykonalo  pomocou 
programu MATLAB 2019a (Natick, MA). 
Pozri Metódy  v  ref.  [31],  kde  sú  uvedené 
ďalšie podrobnosti a reprezentačný kód. 
Analýzy obrazov sa vykonávali párovým 
spôsobom, t. j. medzi každou dvojicou 
kontrolných  a  ošetrených  kultúr  v  rovnakej 
polohe  cievky  (P2,  P4,  P5).  Hustoty  Px  sa 
normalizovali na (t. j. vydelili) priemernú 
hustotu Px každej kontrolnej misky vo všetkých 
zahrnutých pásmach pred spojením 
výsledkov v pároch na ďalšie štatistické 
analýzy.

Na overenie zhody medzi denzitou px a 
počtom experimentálnych buniek boli 
vykonané  ďalšie  kontrolné  experimenty  na 
bunkách  U87.  V  týchto  experimentoch  sa 
použil rozsah hustoty plat- ničiek a bunky sa 
po zobrazení zdvihli a spočítali. Pozoroval sa 
lineárny vzťah medzi počtom 
experimentálnych  buniek  a  celkovou  (t.  j. 
bez binningu) segregovanou hustotou px 
(obrázok S2). Takto stanovená segmentovaná 
hustota px teda slúži ako robustný ukazovateľ 
hustoty buniek (pozri aj obrázok 6 v ref. [31]).

Extrakcia RNA

Analýzy RNA-Seq sa vykonali na bunkách 
GSC827 a  GSC923  z  3  experimentov  (N  = 
9). Na konci týchto experimentov sa médium 
nahradilo 1 ml Accutase™ na sedem minút, 
kým sa bunky nezačali zaokrúhľovať. Potom 

sa pridali 3 ml DMEM/F-12 na zastavenie
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bunky pred odletom. Pomocou 200 μl 
pipety sa bunky ručne zbierali z 3 oblastí v 
každej  miske:  (1)  z  polomeru  4  mm  okolo 
stredu misky a potom z 3 mm pásov 
centrovaných v radiálnej vzdialenosti (2)
8,5 mm a (3) 15,5 mm od stredu misky. Tieto 
oblasti sú opäť označené ako ošetrený 
stred (TC), ošetrený stred (TM), resp. 
ošetrené okolie (TS) a podobne aj pre 
kontrolné kultúry (CC, CM, CS). Oblasti boli 
udržiavané v konzistentnom stave 
pomocou sledovaného diagramu.

Bunky sa rozpustili, znovu sa suspendujú v 
DMEM/F-12 a uchovávajú sa na ľade. 
Vzorky sa centrifugovali pri 800 × g počas 5 
minút pri 18 °C. Médium sa odsalo a bunkový 
pelet  sa  znovu  suspendoval  v  350  μl  RLT 
pufra  (Qiagen  RNeasy  Mini  Kit,  č.  74104). 
Extrakcia bola automatizovaná pomocou 
QIAcube nastavenej na protokol RNA- 
RNeasy  mini  s  trávením  DNaseI  a  35  μl 
DEPC vodnej elúcie. Množstvo RNA sa 
meralo  pomocou  súpravy  Qubit  RNA  so 
širokým rozsahom (Thermo Fisher, č. 
Q10211)  s  použitím  1  μl  vzorky.  Kvalita  sa 
určila spustením 1 μl vzorky na BioAnalyzer 
RNA  Nano  chip  (Agilent,  č.  5067-1511)  pre 
RIN. Transkriptomická knižnica sa pripravila 
pomocou súpravy Illumina TrueSeq 
stranded mRNA library Prep podľa pokynov 
výrobcu. Knižnica bola sekvenovaná na 
platforme  Illumina  NovaSeq  SP  s  použitím 
150 bp párových čítaní, ktoré vykonali 
výskumné zariadenia NCI pre pokročilé 
technológie.

Analýza RNA-seq a identifikácia odlišne 
exprimovaných génov

Čítania špecifické pre jednotlivé vlákna RNA-
seq sa analyzovali pomocou programu CCBR 
Pipeliner  (github.com/CCBR/Pipe-  liner).  Táto 
pipeline vykonáva niekoľko úloh: kontrolu 
kvality pred zarovnaním čítaní, úpravu 
sekvenčných  čítaní,  zarovnanie  s  ľudským 
genómom, kontrolu kvality po zarovnaní 
čítaní, kvantifikáciu znakov a identifikáciu 
diferenciálne  exprimovaných  génov  (DEG). 
Vo fáze kontroly kvality sa nezávisle 
hodnotila kvalita sekvenovania každej 
vzorky pomocou nástrojov FastQC, Preseq, 
Picard, RSeQC, SAMtools a QualiMap. 
Vzorky  mali  44  až  55  miliónov  čítaní,  ktoré 
prešli  filtrom,  s  viac  ako  92  %  bázami  nad 
skóre kvality Q30. Sekvenčné čítania, ktoré 

prešli  prahovými  hodnotami  kontroly  kvality, 
boli orezané na sekvenovanie adaptérov.
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Obrázok 2. Zhrnutie výsledkov segmentovanej hustoty px. (A) Vzorový obrázok pravého horného kvadrantu kon- 
trolovej misky U87 po všetkých krokoch spracovania obrazu (mierka = 5 mm). Vložený graf znázorňuje 
vypočítané hustoty px z
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pásma  1-22  (pozri  D).  Sú  zobrazené  zväčšené  škvrny  v  blízkosti  stredu  a  okraja  (mierka  =  0,25  mm).  (B) 
Zodpovedajúca ošetrená miska. Všimnite si rastúci trend hustoty px s amplitúdou EF. (C) Kroky spracovania obrazu. 
Vpravo je porovnaný vzorový surový obraz pre bunky U87 (hore) s konečným binarizovaným obrazom (dole). 
(D)  Schéma  diskretizácie  misky  na  25  rovnakých  prstencových  pásov.  Zahrnutá  oblasť  je  zatienená.  (E) 
Agregované výsledky. Rozdiel medzi normalizovanými hustotami px pre rôzne bunkové línie je vykreslený 
ako funkcia radiálnej vzdialenosti (spodná os) aj amplitúdy EF (horná os) s použitím rovnice (1) na konverziu 
osí. Chybové úsečky = 90 % intervaly spoľahlivosti z bootstrapovaných párových rozdielov s 1000 opakovanými 
vzorkovaniami.  Na  zistenie  významných  zmien  v  rozdiele  liečených  a  kontrolných  hodnôt  sa  vykonali  aj 
jednovýberové Wilcoxonove testy podpísaných hodnôt v jednotlivých pásmach (* = P < 0,05). Počet opakovaní bol 
N = 15, 24, 21, 12, 18 pre, v poradí podľa legendy, astrocyty potkanov (Astro), U118, U87, GSC827 a GSC923. 
Všimnite si, že v menších skupinách sa očakáva menší počet buniek, a teda vyššia variabilita.

s použitím algoritmu Cutadapt s re- 
ferenčným genómom (Human - hg38). 
Transkripty  boli  anotované  a  kvantifikované 
pomocou programu STAR. DEG sa určili 
pomocou metód EdgeR, DESeq2 a 
limma/voom. DEG sme de- rivovali pomocou 
prahových  hodnôt  P  ≤  0,05  a  záhybových 
zmien ≥ 1,3 alebo ≤ -1,3 vo všetkých troch 
metódach  porovnávaním  a  kontrastovaním 
oblastí TS vs. TC, TM vs. TC a TS vs. TM. 
Keďže počet DEG bol malý, na funkčnú analýzu 
sa použili aj DEG odvodené z EdgeR s 
použitím  rovnakých  prahových  hodnôt.  DEG 
sme  odvodili  aj  kontrastovaním  oblastí  TS  vs. 
CS, TM vs. CM a TC vs. CC s použitím 
rovnakých prahov ako pri ostatných kontrastoch. 
Gény vykazujúce úrovne expresie, ktoré 
korelovali  s oblasťou amplitúdy  EF (t.  j.  TC  < 
TM < TS alebo TC > TM > TS), boli 
identifikované pomocou Pearsonovej 
korelácie  s  prahom  P  <  0,05  a  korelačným 
koeficientom r > 0,45.

Analýza ciest a sietí

Analýza ciest a sietí bola vykonaná pomocou 
Ingenuity Pathway Analysis (IPA; qia- 
genbioinformatics.com) a Cytoscape (cyto- 
scape.org). Do IPA bolo nahraných viac ako 
2 000 DEG a pre každý kontrast sa vykonala 
analýza jadra s použitím génov s reguláciou 
smerom nahor aj nadol. Výstupy z 
kanonických dráh, upstream analýzy, dis- 
eáz a funkcií a analýzy regulátorov boli 
skontrolované s cieľom objasniť potenciálne 
základné  molekulárne  funkcie.  Okrem  toho 
sa na ďalšie rozšírenie chápania biologickej 
funkcie  použilo  prekrývanie  dráh  a  sieťová 
analýza. Na funkčnú analýzu v programe 
Cytoscape bola sieť GBM stiahnutá z 
databázy STRING a gény korelované s 
oblasťou amplitúdy EF boli prekryté na 
vytvorenie príslušných sietí.

Analýza obohatenia génových súborov (GSEA)

Vykonali sme GSEA porovnaním TS vs. TC, TM 
vs. TC, TS vs. TM, TS vs. CS, TM vs. CM a
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TC vs. CC. 
(http://software.broadinstitute.org/ 
gsea/index.jsp).  Analýza  GSEA  sa  vykonala 
pomocou desktopovej aplikácie JavaGSEA 
(GSEA  ver.  4.1).  Pri  filtrovaní  databáz  GSEA 
boli vylúčené kurátorské súbory génov 
MSigDB C2 a C5, ktoré mali menej ako 10 
génov alebo viac ako 500 génov. P-hodnoty 
sa vypočítali 1000-násobným permutovaním 
vzoriek na identifikáciu obohatených 
súborov génov. Nominálna P-hodnota 
menšia ako 0,05 a normalizované skóre 
obohatenia (ES) väčšie  ako  1,4  z  výstupov 
GSEA sa použilo ako prah na určenie 
súborov génov s vyššou alebo nižšou 
reguláciou pre každé porovnanie alebo 
kontrast. Na zhlukovanie a sumarizáciu 
výstupov  GSEA  sa  použil  program  R  (ver. 
4.0.5).

Výsledky

Ošetrenie indukovanými EMP s frekvenciou 
200 kHz má rôzny vplyv na rýchlosť rastu 
rôznych bunkových línií

Výsledky sú znázornené ako percentuálny 
rozdiel medzi konečnou liečenou a 
kontrolnou  hustotou  pixelov,  vyjadrený  ako 
funkcia radiálneho pásma alebo 
ekvivalentne ako amplitúda EF (obrázok 1B). 
Príklad dvojice kontrolných a ošetrených 
kultúr U87 je zobrazený na obrázkoch 2A, 2B 
po  všetkých  krokoch  spracovania  obrazu. 
Zobrazené obrázky poskytujú príklad zvýšenia 
hustoty  buniek  v  závislosti  od  radiálneho 
pásma  v  ošetrenej  miske  U87,  najmä  pri 
amplitúdach EF presahujúcich 4 V/cm. 
Podrobnosti o krokoch spracovania a 
segmentácie obrazu sú uvedené v časti 
Metódy (obrázok 2C, 2D). Zistilo sa, že 
účinky  pri  rôznych  amplitúdach  EF  sa  pre 
rôzne bunkové línie líšia (obrázok 2E). 
Potkanie  astrocyty  a  bunky  U118  vykazujú 
malé  alebo  žiadne  zmeny  pri  akejkoľvek 
amplitúde EF, hoci U118 vykazuje malý (< 5 
%) rozdiel v celom rozsahu, ktorý je v 
niektorých pásmach významný; bunky 
GSC827 a GSC923 vykazujú pokles približne 
o 10 - 20 %, ale len pri väčších amplitúdach 
EF  (4  -  6  V/cm);  a  bunky  U87  vykazujú 
nárast  až  o  30  %  pri  väčších  amplitúdach 
EF.  Výsledky  farbenia  Hoechstom  (U118, 
GSC827, GSC923, astrocyty) boli podobné 
s



Odhalenie heterogénnych účinkov liečebných polí na gliómové bunky

578 Am J Cancer Res 2024;14(2):562-584

Obrázok 3. Výsledky pre čerpacie aktivity. A. Príkladové snímky z oblasti 
blízko  stredu  kontrolnej  misky  GSC827  (mierka  =  0,25  mm).  Všetky 
snímky  sú  zobrazené  s  plochým,  normalizovaným  zvýšením  jasu  o 
0,15 na uľahčenie vizualizácie. Všimnite si, že pokles intenzity 
segmentovaného px, Δ, je oveľa väčší pre CellTracker ako pre Hoechst. 
B. Pomer nameraného poklesu intenzity CellTrackera za 2 hodiny, Δ, pre 
ošetrené  a  kontrolné  podmienky  v GSC827  a  GSC923.  N  =  12,  18  pre 
GSC827 a GSC923. Er- ror bars = 90 % intervaly spoľahlivosti z 
bootstrapovaných párových rozdielov s 1000 opakovanými 
vzorkovaniami.

bol zistený relatívne nízky 
počet mŕtvych buniek, čo 
naznačuje, že bunková smrť 
nebola faktorom 
prispievajúcim k 
zaznamenaným účinkom 
(pozri obrázok S4 pre 
protokol  a  vzorové  výsledky 
farbenia  PI).  Pri  niektorých 
experimentoch s bunkami 
U118 a potkaních astrocytov 
sa vykonalo dodatočné 
farbenie pomocou anexínu 
V, ktorý sa spája s 
apoptotickými bunkami. V 
kultúrach astrocytov 
potkanov  sa  našlo  len  málo 
apoptotických buniek. 
Niektoré  apoptotické  bunky 
sa našli v kultúrach U118 (< 
0,5 % px/px alebo približne 3 
% hustoty segmentovaných 
px z GFP), ale nezistil sa 
žiadny rozdiel medzi 
ošetrenými a kontrolnými 
kultúrami  (pozri  obrázok  S5 
pre protokol a výsledky 
farbenia Annexinom V).

V bunkách GSC827 a 
GSC923 je zjavná 
pumpovacia aktivita po 
ošetrení len mierne znížená

Na vyhodnotenie vplyvu 
EMP indukovaného 
frekvenciou 200 kHz na 
aktivitu čerpadiel sa v 
kultúrach  GSC827  a  GSC- 
923  skúmal  časový  priebeh 
intenzity farbenia 
CellTracker a Hoechst. 
CellTracker je čerpaný 
transportérmi ABCC1/ABCG2 
a slabo transportérom 
ABCB1 [33]. Hoechst je 
pumpovaný ABCG2 a 
ABCB1 [33].

s výnimkou GSC827, ktorý nevykazoval žiadnu 
zmenu v hustote segmentovaných px pri 
meraní pomocou farbenia Hoechstom. Tieto 
výsledky sú uvedené v dodatku (obrázok 
S3).

Všimnite si, že výsledky pre astrocyty, bunky 

GSC827  a  GSC923  predstavujú  reakciu  len 
živých buniek, pretože CellTracker sa zachytáva 
len živými bunkami. Pri niektorých 
experimentoch s bunkami U87 a U118 sa 
dodatočné farbenie uskutočnilo 
propidiumjodidom (PI), farbivom, ktoré prepúšťa 
len mŕtve bunky. Vo všetkých takýchto 
experimentoch,
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Zníženie intenzity px po 2 hodinách sa 
hodnotilo pre kultúry GSC827 a GSC923 s 
použitím px v popredí pre každé meranie, ako 
je  uvedené  na  obrázku  2,  ako  masky.  Vo 
všetkých kultivačných miskách sa 
pozorovalo veľké zníženie intenzity (≈ 75 %, 
~0,15  a.j.)  pre  CellTracker,  ale  malé  alebo 
žiadne zníženie sa pozorovalo pre
Hoechst  (<  5  %,  ≲ 0,01  a.u.)  v  celej  miske.  Na 
stránke
Oblasť príkladu je znázornená na obrázku 3A. 
Rozdiel
ferencia intenzity CellTrackera po 2 hodinách, 
Δ, bola vypočítaná pre každú misku na základe 
jednotlivých pásiem. Tieto hodnoty Δ sa 
potom porovnali
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medzi ošetrenými a kontrolnými miskami 
ako  pomer:  ΔOšetrené/ΔKontrola.  Výsledky 
sú uvedené na obrázku 3B. V prípade oboch 
bunkových línií bola zjavná pumpovacia 
aktivita  CellTrackera  v ošetrených miskách 
len mierne znížená pri stredných amplitúdach 
EF (> 2 V/cm). Zníženie intenzity pre 
Hoechst bolo príliš malé na to, aby sa dalo 
významne porovnať rovnakým spôsobom 
bez  vylúčenia  odľahlých  hodnôt.  Analogické 
výsledky pre Hoechst sú uvedené na 
obrázku S6; nebol pozorovaný žiadny rozdiel 
v zjavnej aktivite čerpania.

Transkriptomické rozdiely medzi líniami 
ľudských gliómových kmeňových buniek 
GSC827 a GSC923 sú väčšie ako účinky 
liečby

Analýzy sa vykonali na bunkách odobratých 
z 3 oblastí v každej kultivačnej miske: (1) blízko 
stredu,  (2)  medzi  stredom  a  okrajom  a  (3) 
blízko okraja. Tieto oblasti sú označené ako 
ošetrený stred (TC), ošetrený stred (TM) a 
ošetrené okolie (TS), v uvedenom poradí (pozri 
Metódy, obrázok 4A). V celom texte sa tieto 
oblasti  označujú  ako  "oblasti  amplitúdy  EF". 
Priemerná amplitúda EF ( E ) v každej 
oblasti  je  0,85,  3,61  a  6,58  V/cm  (obrázok 
4A).  Porovnávali  sa  dvojice  regiónov  (napr. 
TS  vs.  TC),  pričom  sa  vytvorili  rôzne  párové 
kontrasty. Na porovnanie s kontrolnými 
miskami sa použilo identické rozdelenie 
oblastí misiek, označené ako kon- trolný 
stred  (CC),  kontrolný  stred  (CM),  resp.  kon- 
trolné okolie (CS).

Analýza hlavných komponentov (PCA) bez 
dohľadu  ukazuje,  že  vzorky  z  týchto  dvoch 
bunkových línií sa premietajú do dvoch 
oddelených skupín a že účinky liečby, ktoré 
sú zosúladené s bunkovými líniami, sú 
oveľa  menšie  ako  vnútorné  rozdiely  medzi 
bunkovými líniami (obrázok 4B-D). 
Nekontrolovaná  PCA indikuje,  že  TS  je  jasne 
oddelená  od  TC  a  TM,  ale  globálny  rozdiel 
medzi TC a TM v oboch bunkových líniách je 
malý  (obr.  4C,  4D).  Výsledky  z  GSEA  sú 
zhrnuté  na  obrázku  4E;  účinky  na  súbory 
génov  osobitného  záujmu,  ako  sú  tie,  ktoré 
súvisia  s  reg-  uláciou  bunkového  cyklu,  sú 
označené.

Všimnite  si,  že pri  všetkých  porovnaniach  je 
podiel spoločne regulovaných alebo 
redukovaných DEG medzi GSC827 a GSC923 
malý a pohybuje sa v rozmedzí 2,1 - 4,3 % 

identifikovaných génov (obrázok S7A). V 
súlade s týmito zisteniami je nadmerná
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lap obohatených súborov génov v kon- traste 
TS  vs.  TC  z  databáz  MSigDB  C2  a  C5  je 
slabý, pohybuje sa v rozmedzí 2,1-7,6 % 
(obrázok  S7B).  Tieto zistenia  naznačujú,  že 
tieto dve bunkové línie majú globálne odlišné 
profily génovej expresie a sú 
transkriptomicky odlišnými entitami, hoci obe 
sú gliómovými kmeňovými bunkovými 
líniami odvodenými od pacientov s GBM.

Transkriptomické rozdiely medzi kontrolnými 
kultúrami a stredom misky v ošetrených 
kultúrach sú väčšie ako účinky ošetrenia

Bunky boli kultivované aj v kontrolných 
miskách umiestnených v tom istom 
inkubátore, ale ďaleko od cievky, aby sa 
zabránilo  vystaveniu  EMP.  Tieto  misky  slúžia 
ako oddelená kontrola (od TC) na 
vyhodnotenie akýchkoľvek potenciálnych 
mätúcich účinkov, ako je znížená regulácia 
osmolarity - účinok, ktorý sme kvantifikovali 
v našej predchádzajúcej publikácii [31]. 
PCA bez dohľadu naznačuje, že profily 
expresie génov vo všetkých troch oblastiach 
kontrolných misiek (CC, CM, CS) pre 
GSC827  a  GSC923  sa  prekrývajú,  ale  sú 
výrazne oddelené od TC (obr. S8A-D). 
Priemerná  amplitúda  EF  v oblasti  TC  je  0,85 
V/cm  (obrázky  1A,  4A),  čo  by  nemala  byť 
dostatočná amplitúda EF na vyvolanie 
podstatných účinkov na expresiu génov ani 
na rast buniek. Prekvapivo je teda rozdiel v 
expresii  génov  medzi  kontrolnými  miskami 
(CC,  CM,  CS)  a  TC  kvalitatívne  väčší  ako 
rozdiel medzi oblasťami v ošetrených 
miskách (TC vs. TM, TC vs. TS). Tento 
rozdiel  naznačuje,  že  účinok  EMP  200  kHz 
na  expresiu  génov  ako  taký  bol  menší  ako 
potenciálny vplyv osmolarity, striedavého 
magnetického poľa alebo iných experi- 
mentálnych  rozdielov.  Napriek  tomu  sme  sa 
rozhodli použiť TC ako referenciu vo 
všetkých ďalších štatistických porovnaniach 
na meranie účinkov liečby v tejto štúdii, čím 
sme sa vyhli týmto potenciálnym zmätkom 
medzi  jednotlivými  miskami  pri  analýzach 
RNA-Seq. Pre úplnosť uvádzame aj 
analýzy s použitím kontrolnej misky ako 
referencie (t. j. TS vs. CS, TM vs. CM a TC vs. 
CC); tieto zistenia sa do veľkej miery 
prekrývali  so  zisteniami  s  použitím  TC  ako 
referencie (obrázok S9).

Liečba transformovala bunky GSC827 a 
GSC923 z mezenchymálnych na proneu- rálne 
obohatené znaky

Analýza obohatenia génových súborov 
(GSEA) zistila, že liečba transformovanými 
GSC827 a
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Obrázok 4. Experimentálny dizajn RNA-Seq a funkcie na vysokej úrovni ovplyvnené rôznymi oblasťami amplitúdy EF 
pre dve línie gliómových kmeňových buniek, GSC827 a GSC923. A. Schéma liečby a usporiadanie misiek. Ošetrená 
miska  je  rozdelená  na  tri  diskrétne  oblasti:  TC,  TM  a  TS.  Priemerná  amplitúda  EF  v  každej  oblasti  je 
znázornená  vpravo.  B.  Analýza  hlavných  komponentov  (PCA)  všetkých  vzoriek  pre  GSC827  a  GSC923  bez 
dohľadu, pričom sa spájajú ošetrené (TC, TM, TS) a kontrolné oblasti (CC, CM, CS). Elipsy zvýrazňujú oddelenie 
medzi bunkovými líniami. C, D. Nekontrolovaná PCA GSC827 a GSC923 oddelených podľa oblasti ošetrených misiek. 
E. Funkčné zhrnutie analýzy obohatenia súboru génov pre kontrasty TS vs. TC, TS vs. TM a TM vs. TC v oboch 
bunkových líniách.

bunky GSC923 sa zmenili z buniek 
obohatených o mezenchymálne znaky na 

bunky obohatené o proneurálne znaky
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(obrázok 5A, 5B). Účinky boli signifikantné v 
kontraste TS vs. TC a TS vs. TM,
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Obrázok 5. Liečba zmenila mezenchýmové (MES) znaky na proneurálne (PN) znaky v oboch bunkových líniách a zvýšila bunkovú odpoveď na kyslíkové 
radikály v oboch bunkových líniách. A. Analýza obohatenia znakov MES a znakov PN. Zelená čiara označuje miesta, kde hodnoty korelácie expresie menia 
znamienko. Červená čiara označuje miesto, kde sa začína súbor vedúceho okraja. Obrázkový pruh pod ním označuje zoradenú úroveň expresie génov. B. 
Úrovne expresie pre vybrané gény v signatúre podtypu GBM v GSC827. C. Vzor expresie súborov génov súvisiacich s nádormi mozgu. D, E. Vzor expresie a 
skóre obohatenia (ES) súborov génov súvisiacich s bunkovou odpoveďou na kyslíkové radikály.
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ale nie v kontraste TM vs. TC (obrázok 5C). 
V každej bunkovej línii bolo približne štyridsať 
proneurálnych a mezenchymálnych 
signatúrnych génov, ktoré významne súviseli s 
oblasťami amplitúdy EF (obrázok S10A-C), ale 
tieto gény sa medzi oboma bunkovými líniami 
slabo prekrývali; len 8 génov bolo 
spoločných  pre  obe  bunkové  línie  (obrázok 
S10B).  BCAN,  proneurálny  podpisový  gén, 
bol pozitívne korelovaný s oblasťami 
amplitúdy EF v oboch bunkových líniách 
(obrázky 5B, S10D). ITAG5, prognostický 
mezenchymálny signifikantný gén, bol 
negatívne korelovaný s oblasťami intenzity EF 
v oboch bunkových líniách (obrázky 5B, 
S10D). PDPN a PLAUR, ktoré indukujú 
expresiu mezenchymálnych génov a 
podporujú epiteliálno-mezenchymálny 
prechod, boli regulované smerom nadol len v 
oblasti  TS  (obrázky  5B,  S10D).  Liečba  tiež 
zmenila vzor expresie z podpisu obohateného 
o GBM na podpisy anaplastického 
oligodendrogliómu (AO) a pilocytárneho 
astrocytómu  (PA)  v  GSC827  (obrázok 5C). V 
prípade GSC923 boli odhalené zmeny v 
rovnakom smere, ale neboli významné 
(obrázok 5C).

Liečba zvýšila expresiu génov súvisiacich s 
bunkovou odpoveďou na kyslíkové radikály v 
bunkách GSC827 a GSC923

Liečba zvýšila bunkovú odpoveď na oxidačný 
stres v oboch bunkových líniách. Päť 
génových  súborov  súvisiacich  s  bunkovou 
odpoveďou na kyslíkové žiarenie bolo v 
prípade kontrastov TM vs. TC a TS vs. TM v 
GSC827 významne zvýšených (obr. 5D,  5E). 
V GSC923 boli niektoré, ale nie všetky 
rovnaké súbory génov významne posilnené v 
kontrastoch TM vs. TC a TS vs. TC (obrázok 
5D). Tento účinok bol výraznejší v GSC827 ako 
v  GSC923  (obr.  5D,  5E),  čo  poukazuje  na 
rôznu reakciu na liečbu v jednotlivých 
bunkových líniách.

Liečba zvýšila expresiu génov súvisiacich s 
kontrolou a reguláciou bunkového cyklu v 
bunkách GSC827

Z  našej  analýzy  siete  GBM  vyplynuli  dve 
korešpondujúce siete. Pre GSC827: GFAP, 
SOX2,  TERT,  MDM2,  ATP1B2  a  PROM1  boli 
pozitívne korelované, zatiaľ čo CD44, CDK4, 
CCND1, TP53, MTOR a CLPTM1L boli 
negatívne korelované s oblasťami amplitúdy 
EF  (obrázok  6A).  V  prípade  GSC923  boli 

pozitívne korelované gény v príslušnej sieti 
EFNB3, PDGFRA, IDH1, NOTCH1, FGF2, GFAP,
ATP1B2, zatiaľ čo negatívne korelované gény
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boli CXCR4, CCND1, EPHA2, CLPTM1L (obrázok
S10E).  Pozitívne  korelované  gény  pre  obe 
bunkové línie boli GFAP a ATP1B2 a negatívne 
korelované gény boli CCND1 a CLPTM1L. 
GFAP  je  marker  astrocytov  a  ATP1B2  je 
membránový proteín zodpovedný za 
vytvorenie  a  udržiavanie  elektrochemických 
gradientov iónov Na+ a K+ cez membránu. 
CCND1 je regulačnou jednotkou CDK4 alebo 
CDK6 a je potrebná na prechod bunkového 
cyklu G1/S. CLPTM1L je transmembránový 
pro- teín, ktorý sa spája so zlou prognózou, je 
nadmerne exprimovaný v seróznej 
adenokarcinóme vaječníkov a udeľuje 
rezistenciu voči chemoterapeutickému 
zabíjaniu [34].

Naša GSEA identifikovala aj sedemnásť 
súborov génov súvisiacich s reguláciou 
bunkového cyklu, ktoré boli významne 
obohatené  v  GSC827  pri  porovnaní  TM  a 
TC (obr. 6B-E). Úplný zoznam týchto 
súborov génov je podrobne uvedený v 
tabuľke S1. Prekvapivo, väčšina týchto 
génových  súborov  bola  buď znížená, alebo 
zvýšená, ale nedosahovala významnú 
úroveň  v  ostatných  dvoch  kontrastoch  (TS 
vs.  TM  alebo  TS  vs.  TC)  v  rámci  tej  istej 
bunkovej  línie  (obrázok  6B),  čo  naznačuje 
rôznorodé účinky v rôznych amplitúdach EF. 
V  GSC923  nebola  väčšina  týchto  súborov 
génov významne obohatená v rovnakom 
smere ako v GSC827 pre kontrast TM vs. TC 
(obrázok  6B).  Hladiny  expresie  vybraných 
diferenciálne exprimovaných génov (DEG) 
súvisiacich s kontrolou bunkového cyklu - 
CHEK1,  BUB1  a BUB3  -  sú  znázornené  na 
obrázku 6E. CHEK1 je členom rodiny 
Ser/Thr proteínkináz a je potrebný na 
zastavenie bunkového cyklu 
sprostredkované kontrolným bodom v 
reakcii na poškodenie DNA alebo prítomnosť 
replikovanej DNA. BUB1 a BUB3 kódujú 
Ser/Thr kinázy mitotického kontrolného 
bodu, ktoré fungujú tak, že fosforylujú 
členov komplexu mitotického kontrolného 
bodu a aktivujú kontrolný bod vretena. 
Všetky tieto gény boli významne regulované 
pri  porovnaní  TM a  TC  v  GSC827  (obrázok 
6E). Zobrazené sú aj hladiny expresie 
niekoľkých  ďalších  vybraných  DEG  -  SNF, 
MCM3 a CDC23 (obrázok 6E). SNF je proteín 
kontrolného bodu bunkového cyklu. CDC23 
má  zásadnú  úlohu  pri  progresii  bunkového 
cyklu cez prechod G2/M. MCM3 sa podieľa 
na tvorbe replikačných vidlíc a je 
nevyhnutný  pre  iniciáciu  replikácie  DNA  a 

progresiu bunkového cyklu. V GSC923 
nebol žiadny z týchto génov významne 
regulovaný, čo opäť poukazuje na rôznu 
odpoveď na liečbu v rôznych bunkových 
líniách.



576 Am J Cancer Res 2024;14(2):562-584

Odhalenie heterogénnych účinkov liečebných polí na gliómové bunky

Obrázok 6. Liečbou indukovaná expresia génov súvisiacich s reguláciou bunkového cyklu v GSC827. A. Sieťová analýza zodpovedajúca GBM pre GSC827. Červené 
uzly sa vzťahujú na gény regulované smerom nahor a zelené uzly na gény regulované smerom nadol. B. Vzor expresie súborov génov súvisiacich s delením 
buniek a kontrolou bunkového cyklu. C. Analýza obohatenia súboru génov pre zastavenie bunkového cyklu G2. Zelená čiara sleduje priebežný súčet ES. D. Analýza 
obohatenia súboru génov prechodu bunkového cyklu z G1 do S. E. Úrovne expresie vybraných génov zapojených do regulácie bunkového cyklu v GSC827.
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Liečba zvýšila expresiu génov súvisiacich so 
signalizáciou NOTCH a vývojom mozgu v 
bunkách GSC923

Výsledkom  liečby  bola  regulácia  signálnych 
dráh NOTCH a BMP v GSC923 (obrázok 7A-
E). Celkovo devätnásť dráh alebo súborov 
génov  súvisiacich  so  signalizáciou  NOTCH  z 
databáz  MSigDB  C2  a  C5  bolo  v  GSC923 
významne posilnených vo všetkých 
kontrastoch  TS vs. TC, TS vs. TM  a  TM  vs. 
TC (obrázky 7A, 7B, S10F). Tieto účinky boli 
menej výrazné v GSC827 a iba štyri súbory 
génov dosiahli hladinu významnosti vo 
všetkých troch kontrastoch (obrázok S10F). 
Úrovne expresie vybraných regulovaných 
DEG  zapojených  do  signalizácie  NOTCH  sú 
znázornené na obrázku 7E.

Súbory  génov  súvisiace  s  diferenciáciou  a 
vývojom  mozgových  buniek,  ako  je  tvorba 
astrocytov a oligo- dendrocytov, boli tiež 
posilnené liečbou GSC923 (obrázky 7C, 7D, 
S11A, S11B). Všimnite si, že gény zapojené do 
signalizácie NOTCH, ako napríklad NOTCH1 a 
HES1/5, sú v zozname génov na okraji funkcií 
diferenciácie mozgových buniek. 
Transkripčné faktory SOX1/6/9, ktoré tiež 
prispievajú  k  vývoju  mozgu,  boli  v  GSC923 
regulované vo všetkých kontrastoch 
(obrázok S11B). Príbuzné gény, ako sú 
OLIG1, GFAP,  SOX2  a  NKX2-2,  boli  pozitívne 
korelované s oblasťou amplitúdy EF v 
GSC923 (obrázok S11A). V GSC923 boli 
obohatené aj gény súvisiace s bunkovou 
adhéziou, bunkovým  spojením  a  synapsiou, 
ustanovením  bunkovej  polarity,  predĺžením 
axónu a axonogenézou, aktivitami neurónov 
a funkciami vývoja mozgu (obrázky 4E, 7D). 
Dva neuronálne markerové gény, MAPT - 
podieľajúci sa na vytváraní a udržiavaní 
neuronálnej  polarity  -  a  MAP2  -  nevyhnutný 
pre neurogenézu - boli pozitívne korelované s 
oblasťou amplitúdy EF (obrázok S11A). 
Ďalšie gény súvisiace s neuronálnou 
aktivitou, ako napríklad DCLK1, NLGN3, 
DISC1, EPHB1,
SLIT2 a NTRK2 boli tiež regulované v 
GSC923 (obrázok S11A).

Iné cesty a globálne funkcie ovplyvnené 
liečbou

Celkovo sa pri liečbe EMP s frekvenciou 200 
kHz zvýšila expresia génov súvisiacich s 
bunkovou polaritou, synapsiou, 

axonogenézou, neuronálnymi aktivitami a 
vývojom  mozgu  a  znížila  sa  expresia  génov 
súvisiacich s funkciami ribozómu a aktivitami 
RNA,
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translácia, abnormálna glykozylácia a mezo- 
enchýmové znaky (obrázok 4E). Pri 
pohľade  na špecifickejšie  dráhy  (obrázok  7B) 
sa v oboch bunkových líniách do určitej miery 
posilnila  signálna  dráha NOTCH,  signálna 
dráha BMP, signálna dráha PI3K a signálna 
dráha FOXO. Signálna dráha PDGFRA, dráhy 
MAPK a TRK a nekanonické dráhy WNT boli 
posilnené v GSC923, ale nie v GSC827 
(obrázok 7B). Signalizácia JNK NFKB bola 
zvýšená v GSC827, ale nie v GSC923 
(obrázok 7B). Dráhy, ktoré boli v oboch 
bunkových  líniách  znížené,  zahŕňajú  dráhu 
TNF,  dráhu  inte-  gin3,  dráhu  SHH,  dráhu 
smrti a dráhu IL1R (obrázok 7B). Dráha MYC 
(obrázok 7F), signalizácia EGFR, dráha 
MTOR a dráha VEGFR1/2 boli downregu- 
lované v kontraste TS vs. TC a TS vs. TM, ale 
nie  v  kontraste  TM  vs.  TC  (obrázok  7B). 
Hladiny expresie vybraných DEG zapojených 
do týchto dráh - PDGFRA EGFR, MTOR, TERT, 
SHH, PIK3R1, FGF2, EPHA2, CXCR4, CD44 a
IDH1 - sú znázornené na obrázkoch S12A, S12B.

Zistilo sa, že niektoré ďalšie zaujímavé gény 
majú rozdielnu expresiu. Hlavný vedúci gén 
H19, čo je dlhá nekódujúca RNA, ktorá 
funguje  ako  nádorový  supresor  [35], bol v 
stave TS pre GSC827 zvýšený (obrázok 
S12C). Na+-K+-2Cl- transportér, NKCC1 
(kódovaný SLC12A2) bol upregulovaný v 
kontraste TM vs. TC a TS vs. TC v GSC827, 
ale  nie  v  GSC923.  NKCC1  reguluje  objem 
buniek; NKCC1 je hojne exprimovaný v 
gliómoch vyššieho stupňa a predpokladá sa, 
že jeho nadmerná expresia poskytuje 
rezistenciu  voči  apoptóze  vyvolanej  TMZ 
[36].

Súhrnne  možno  povedať,  že  hoci  sa  zistilo 
zvýšenie alebo zníženie regulácie viacerých 
skupín  génov,  čo  môže  podporovať  určitý 
mechanizmus (mechanizmy) účinku, účinky 
neboli vždy konzistentné v rôznych 
bunkových líniách ani v rôznych 
kontrastoch (t. j. amplitúdach EF).

Diskusia

V  posledných  15  rokoch  sa  čoraz  viac  prác 
zaoberá tým, že TTFpole (100-300 kHz, 1-3 
V/cm) má antiproliferačný účinok, ktorý 
inhibuje rýchlosť rastu ľudských a hlodavčích 
nádorových  bunkových  línií  [4-7,  19].  Zistilo 
sa,  že  tento  inhibičný  účinok  je  závislý  od 
frekvencie  a  zvyšuje  sa  s  amplitúdou  EF. 
Spoločnosť Novocure Ltd. tieto výsledky 

pretavila do rôznych klinických aplikácií.
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Obrázok 7. Gény súvisiace so signalizáciou NOTCH, aktivitou neurónov a vývojom mozgu boli podporené liečbou 
GSC923. A. Analýza obohatenia súborov génov signalizácie NOTCH v kontraste TS a TC v GSC923. Zelená čiara 
označuje  miesta,  kde  hodnoty  korelácie  expresie  menia  znamienko.  Červená  čiara  označuje  miesto,  kde  začína 
súbor  s  vedúcim  okrajom.  Obrázkový  pruh  pod  ním  označuje  zoradenú  úroveň  expresie  génov.  B.  Dráhy 
významne  ovplyvnené  liečbou  v  oboch  bunkových  líniách.  C.  Expresný  vzorec  súborov  génov  súvisiacich  s 
diferenciáciou  a  vývojom  mozgových  buniek.  D.  Expresný  vzorec  súborov  génov  súvisiacich  s  činnosťou 
neurónov  a  vývojom  mozgu.  E.  Úrovne  expresie  vybraných  génov  v  súboroch  génov  signalizácie  NOTCH  v 
GSC923. F. Skóre obohatenia (ES) pre súbory génov súvisiace so signálnou dráhou MYC.

v prvom rade pri liečbe GBM. Napriek tomu, 
že FDA schválila TTFields v kombinácii s

s TMZ na liečbu novodiagnostikovaných 
GBM, prijatie medzi neuroonkolo-
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gistov zostáva nízka [19], čo je možno 
spôsobené nedostatočným pochopením 
mechanizmu(ov) účinku TTFields. V tejto 
práci sme vykonali štúdiu striedavého 
dodávania EF prostredníctvom 
elektromagnetickej indukcie v nádeji, že 
objasníme  účinky  EF/EMF  in  vitro  v  tomto 
frekvenčnom a amplitúdovom režime a 
zároveň  zmiernime  možné  tepelné  zmätky 
endemické pre predchádzajúce metódy 
dodávania EF. Dbalo sa na odstránenie 
tepelných a osmolárnych artefaktov.

Skúmali sa účinky 72 hodín 
neprerušovaného 200 kHz EMP s 
amplitúdami  EF  v  rozsahu  0-6,5  V/cm  na 
bunkové kultúry primárnych potkaních 
astrocytov a bunkové línie ľudských gliómov: 
U118,  U87,  GSC827,  GSC923.  Dôležité  je, 
že
U87 a U118 boli použité aj v kľúčových 
predklinických  štúdiách,  ktoré  poskytli  prvé 
dôkazy o účinnosti TTFields. V prípade 
bunkovej  línie  U87,  ktorú  skúmali  Kirson  et 
al  [4],  sme  nezistili  žiadny  antiproliferačný 
účinok (obrázok 2E). Prekvapivo sme zistili, 
že zdanlivá denzita buniek sa v rámci 
ošetrených  kultúr  U87  zvýšila  až  o  30  % 
smerom k vyšším amplitúdam EF na periférii 
misky  (>  4  V/cm).  V  prípade  bunkovej  línie 
U118, ktorú tiež použili Kirson a kol.
zistil malý alebo žiadny vplyv na rast buniek 
(  ≲ 5 %).
Tieto výsledky sú v rozpore s predtým 
publikovanými
a nepotvrdzujú tvrdenie, že 200 kHz EF 
vykazuje jednorazovú účinnosť pri znižovaní 
rýchlosti rastu týchto bunkových línií.

Čím možno vysvetliť tieto protichodné 
výsledky? Hoci by daný EF mal mať rovnaký 
biofyzikálny  účinok  (účinky)  bez  ohľadu  na 
to, či je vytvorený kapacitne (t.  j.  časovo 
premenlivým prerozdelením náboja) alebo 
indukčne (t. j, časovo premenlivým 
magnetickým poľom), medzi našou metódou 
a metódou dodávania EF Inovitro™  sú  dva 
hlavné  mechanické  rozdiely : (1) v systéme 
Inovitro™ dochádza k striedavej stimulácii 
medzi  dvojicami  ortogonálne  umiestnených 
elektród a (2) EMF v našom systéme 
sprevádza vertikálne orientované, 
rovnomerné, striedavé magnetické pole s 
intenzitou približne 0,6 militesla.

Samotné tieto rozdiely však pravdepodobne 
nestačia na vysvetlenie rozdielov v experi- 

mentálnych výsledkoch. Podľa Kirsona a kol. 
[5] striedanie orientácie EF medzi dvoma 
pármi ortogonálnych elektród zvyšuje 
antiproliferačný účinok TTFields len o 20 %, čo 
je menej ako tu zistené rozdiely: Kirson a kol. 
[4] uvádzajú inhibíciu rýchlosti rastu až do 50 
% v U87, zatiaľ čo my sme
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hlásia  zvýšenie  rastu  až  o  30  %.  Okrem 
toho  tieto  predchádzajúce  štúdie  uvádzali 
zvýšenú  účinnosť  pri  vyšších  amplitúdach 
EF. Vyššie amplitúdy a nepretržitá 
prevádzka,  ktoré  sa  tu  dosiahli,  by  teda 
teoreticky mali do určitej miery 
kompenzovať akúkoľvek stratu účinnosti 
spôsobenú použitím jednej orientácie 
striedavého  poľa.  Pokiaľ  ide  o  magnetické 
pole,  nepredpokladá  sa,  že  by  takéto  pole 
malo  priamy  vplyv  na  bunky,  pretože  (1) 
bunky majú diamagnetickú susceptibilitu 
takmer totožnú s vodou a (2) amplitúda 
magnetického  poľa  0,6  militesla  je  rádovo 
menšia ako amplitúdy, ktoré preukázali 
biologické účinky [37]. Okrem toho sa 
predpokladá,  že  magnetické  pole  v  cievke 
je priestorovo takmer rovnomerné, takže 
akýkoľvek  účinok  magnetického  poľa  by  bol 
rovnomerný v celej miske, a preto by 
nebolo možné vysvetliť pozorované účinky, 
ktoré sa líšia v radiálnom smere.

Ďalšie príčiny rozdielov v experi- 
mentálnych výsledkoch môžu vyplývať z 
priameho kontaktu medzi elektródami a 
miskou  v  systéme  Inovitro™,  ktorý,  ako  bolo 
uvedené,  komplikuje  tepelnú  a  osmolárnu 
reguláciu a vyžaduje si prerušovanú 
prevádzku  systému  v  chladenom  prostredí 
[30].  Kritické  je,  že  odparovanie  média  je 
pravdepodobne urýchlené ohrevom a 
chladeným prostredím. Spoločnosť 
Novocure  Ltd.  odporúča,  aby  používatelia 
systému Inovitro™ kompenzovali toto 
odparovanie výmenou médií každých 24 
hodín  [30],  čo  môže  spôsobiť  osmolárny 
šok pre kultúry. Samotný osmolárny šok 
alebo stres by mohol viesť k inhibícii rastu a 
apoptóze [38]. K určitému antiproliferačnému 
účinku môžu prispieť aj oscilačné  zmeny 
teploty spôsobené prerušovanou 
prevádzkou zariadenia. Náš systém tieto 
problémy účinne zmierňuje, aj keď v 
porovnaní s kontrolným systémom zostávajú 
určité teplotné odchýlky v rámci misiek (< 1 
°C) a určité dodatočné zvýšenie osmolarity v 
priebehu 72 hodín (≈ 10 %, pozri obrázky 4 
a 5 v ref. [31]).

Prešli sme k ďalším výsledkom a zistili 
sme, že v prípade ľudských kmeňových 
bunkových  línií  GBM  GSC827  a  GSC923 
sa pri amplitúdach EF vyšších ako 4 V/cm 
znížila zdanlivá hustota buniek v ošetrených 
miskách až o 10-20 %. V prípade 

primárnych potkaních astrocytov nebol 
pozorovaný žiadny vplyv na rast buniek. 
Tieto výsledky dopĺňajú výsledky U87 a U118 
tým, že poskytujú analogické zistenia pre 
normálne bunky centrálneho nervového 
systému
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(astrocyty) a pre dobre overené línie 
kmeňových buniek, ktoré lepšie 
napodobňujú správanie GBM in vivo [32].

Hodnotili sme aj jeden z možných 
mechanizmov  účinku  TTFields,  ktorý  zahŕňa 
zásah do rezistencie GBM buniek voči 
viacerým  liekom,  čo  je  vlastnosť  čiastočne 
daná  ABC  transportérmi.  V  prípade  buniek 
GSC827 a GSC923 sa nepriamo skúmala 
aktivita čerpania ABCG2 a ABCB1 
prostredníctvom  vyplavovania  CellTrackera 
a Hoechstu počas 2 hodín. Zistili sme, že v 
ošetrených  bunkových  kultúrach  GSC827  a 
GSC923 došlo k malému zníženiu zjavného 
efluxu CellTrackera a Hoechstu (obrázok 
3B), hoci okrajovo významné výsledky 
pozorované  pri  vyšších  amplitúdach  EF  si 
môžu vyžadovať ďalšie skúmanie.

Prezentované výsledky jednoznačne 
naznačujú, že rôzne bunky z rôznych 
zdrojov môžu reagovať na EMP/EF s 
frekvenciou 200 kHz rôznym, dokonca 
opačným spôsobom, pokiaľ ide o rast 
buniek.  V  našej  predchádzajúcej  štúdii  [31] 
sme  skúmali  ľudské  bunky štítnej  žľazy a 
pozorovali sme mierne zníženie hustoty 
buniek (< 10 %) pri nízkych amplitúdach EF (< 4 
V/cm) a väčšie zníženie hustoty buniek až o 
25 % pri vyšších amplitúdach (4 - 6,5 V/cm), 
čo predstavuje ďalší príklad bunkovej línie s 
odlišným profilom reakcie. Nie sme prví, ktorí 
uvádzajú takéto rozdielne zistenia medzi 
bunkovými líniami. Podobné výsledky 
prezentovali Neuhaus et al. [16], kde sa 
zistilo, že TTFields znižujú počet buniek 
T98G, ale majú opačný účinok na bunky 
U251, pričom ich počet zvyšujú (pozri obrázok 
9 v ref. [16]). Naše výsledky tiež naznačujú, že 
amplitúdy EF, ktoré sa predtým považovali za 
účinné  in  vitro  (1  -  3  V/cm),  nemusia  byť 
dostatočné  na  vyvolanie  antiproliferačných 
účinkov pri kontrole termálnych a 
osmolárnych  zmien.  Pozitívna  a  negatívna 
miera rastu pozorovaná pri vyšších 
amplitúdach EF (> 4 V/cm) v rôznych 
bunkových líniách si zaslúži ďalšie štúdium.

Na ďalšie preskúmanie možného 
mechanizmu (mechanizmov) účinku sa 
vykonali analýzy RNA-Seq na kultúrach 
buniek GSC827 a GSC923. Zistili sme, že pri 
ošetrení EMP indukovaným frekvenciou 200 
kHz sa zvýšila alebo znížila regulácia 
niekoľkých súborov génov, ktoré nás 
zaujímajú. Naše výsledky naznačujú, že 

liečba vo veľkej miere modifikovala 
charakteristiky oboch bunkových línií z 
mezenchýmových (MES) obohatených 
vlastností na proneurálne (PN) obohatené 
vlastnosti (obr. 5A, 5B). U myší majú gliómové 
kmeňové bunky MES vyššiu mieru 
proliferácie
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a sú odolnejšie voči ožarovaniu ako 
gliómové kmeňové bunky PN [39]; zistilo sa, 
že  u  myší,  ktorým  boli  aplikované  bunky 
MES, sa nádory mozgu vyvíjali oveľa 
rýchlejšie. Spomedzi štyroch podtypov 
molekúl GBM je podtyp MES 
najagresívnejší a silne spojený so zlou 
prognózou v porovnaní s podtypom PN [40]. 
Prechod z podtypu PN na podtyp MES sa 
môže vyvinúť u pacientov po ožarovaní 
alebo chemoterapii a nádor je často 
odolnejší voči liečbe [41]. Preto je prechod z 
podtypu  MES  na  podtyp  PN  pozorovaný  v 
našej štúdii jedným z možných 
mechanizmov účinku pre uvádzanú klinickú 
účinnosť  TTFields  nezávisle  od  priameho 
zníženia rastu buniek. Ďalším účinkom 
zisteným v oboch bunkových líniách, ale 
významne len v GSC827, bola zvýšená 
expresia génov súvisiacich s bunkovou 
odpoveďou na kyslíkové radikály. Hoci je 
známe, že reaktívne kyslíkové formy sa 
podieľajú na pro- a protitumoróznej 
signalizácii [42, 43], v súčasnosti nie je 
jasné,  ako  a  či  vôbec  to  súvisí  s  účinkami 
TTFields v klinike.

Iné účinky na expresiu génov sa zistili len v 
jednej bunkovej línii alebo len pri niektorých 
amplitúdach EF. Zistili sme, že gény súvisiace 
s  kontrolou  a  reguláciou  bunkového  cyklu 
boli regulované v bunkách GSC827, ale nie 
v bunkách GSC923 (obrázok 6). Okrem 
toho bol tento účinok prítomný len pri
stredných amplitúd EF (TM, E = 3,61 V/cm) 
a mizne pri vyšších amplitúdach EF (TS, E 
= 6,58 V/cm) v bunkovej línii GSC827. 
Účinky na mitotický proces a bunkový 
cyklus sú sľubnými kandidátmi na možné
mechanizmus(y) účinku TTFields a 
pôvodne boli ako také navrhnuté [4, 5]. 
Preto je prekvapujúce, že naše analýzy 
RNA-Seq  nezistili  konzistentnú  moduláciu 
expresie génov súvisiacich s reguláciou 
bunkového cyklu v rôznych bunkových 
líniách, ani v rôznych amplitúdach EF. 
Zistilo sa, že súbory génov súvisiace so 
signatúrami anaplastického oligodendrogli- 
ma  a  pilocytárneho  astrocytómu  -  čo  sú 
nádory nižšieho stupňa v porovnaní s GBM 
- boli regulované v GSC827, ale nie významne 
v GSC923 (obrázok 5C).

Zistilo sa, že gény súvisiace so 
signalizáciou NOTCH a vývojom 
mozgových buniek sú regulované v 

GSC923, ale nie v rovnakej miere v GSC827 
(obrázok 7). Signalizácia NOTCH je základom 
pre udržiavanie neurálnych kmeňových 
buniek  a  pre  reguláciu  špecifikácie  osudu 
buniek, proliferácie
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a  apoptózu  [44,  45].  Bolo zistené,  že cesta 
NOTCH má kľúčovú úlohu v skorých štádiách 
neurogenézy  a  zohráva  úlohu  pri  potláčaní 
nádorov [45-48]. Najmä NOTCH1 je 
nevyhnutná pre for- máciu neurónov a glie a 
uľahčuje začiatok neurogenézy tým, že 
ponúka signál diferenciácie astroglie 
nezávisle od ciliárneho neurotrofického 
faktora [46, 48]. V súlade s týmito správami 
naša GSEA odhalila v GSC923 silné 
obohatené podpisy signalizácie  NOTCH  aj 
neurogliového vývinu, ktoré sa prejavujú ako 
diferenciácia astrocytových a oligoden- 
drocytových buniek a vývin mozgu (obr. 7). V 
podskupine pacientov s GBM sa vysoká 
expresia špecifických cieľových génov 
NOTCH spája s lepšou prog- nosou. Na 
myšom modeli gliómu nadmerná expresia 
NOTCH2 inhibovala tvorbu gliómu [49]. 
Nedávny CRISPR skríning identifikoval NOTCH1 
ako tumor  supresor  v  GBM  [50].  Vzhľadom 
na uvedené zistenia môže zvýšená 
signalizácia NOTCH predstavovať novú 
cestu účinku EF, ktorá by mohla byť 
prospešná pre pacientov tým, že obnoví 
kapacitu buniek prostredníctvom diferenciácie. 
Aj v tomto prípade bol tento účinok výraznejší u 
GSC923 ako u GSC827.

Súhrnne  sme  ukázali,  že  vplyv  TTF  (Tumor 
Treating  Fields)  môže  mať  veľmi  rôznorodé 
účinky  na  expresiu  génov  v  rôznych  líniách 
kmeňových  buniek  GBM,  konkrétne  GSC827 
a GSC923. Medzi líniami kmeňových buniek 
glioblastómu  boli  rozdiely,  pokiaľ  ide  o  to, 
ktoré  molekulárne  dráhy  boli  ovplyvnené,  a 
absencia jasnej odpovede na dávku. Avšak 
všeobecná absencia významnej inhibície 
proliferácie  buniek  aj  pri  vysokej  expozícii 
TTF naznačuje, že hoci dochádza k 
zmenám  v  expresii  génov,  tieto  významne 
nemenia správanie nádorových buniek v 
našich in vitro kultúrach. Samozrejme, je 
zradné  špecifikovať,  aký  terapeutický  alebo 
klinický  vplyv  by  mala  táto  "liečba",  akosi 
extrapolovať naše výsledky in vitro na 
systémoch tkanivových kultúr na klinické 
výsledky. Na základe našich zistení sa dá 
predpokladať, že predtým navrhované 
biofyzikálne mechanizmy účinku TTF, ako je 
zasahovanie  do  polymerizácie  tubulínu  alebo 
blokovanie  tvorby  dvoch  dcérskych  buniek, 
sú neudržateľné.

Závery

Odpoveď na liečbu frekvenciou 200 kHz

indukované EMP, pokiaľ ide o rast buniek a viac
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sa zistilo, že pri dôkladnej kontrole teploty a 
osmolarity je expresia génov veľmi variabilná 
a špecifická pre bunkovú líniu aj pre 
amplitúdu  EF. Nezistili  sme,  že  by  bol rast 
buniek významne inhibovaný v režime 
amplitúdy EF 1 - 3 V/cm u všetkých 
bunkových  línií GBM,  čo je v rozpore s 
kľúčovými  predchádzajúcimi  zisteniami.  Pri 
vyšších amplitúdach EF bunky U87 
skutočne reagovali na liečbu zvýšeným 
rastom  buniek.  Nemôžeme  však  vylúčiť,  že 
účinky, ktoré nemajú za následok 
pozorovateľné zníženie rastu buniek, by 
mohli byť spôsobené takýmito EMF. 
Uvádzame predbežné analýzy RNA-Seq na 
líniách ľudských gliómových kmeňových 
buniek, ktoré odhaľujú niektoré účinky v 
tomto smere. Napríklad v  líniách kmeňových 
buniek GBM GSC827 a GSC923 sa 
pozoroval prechod od mezenchymálnych 
buniek  k  proneurálnym.  Celkovo  rôznorodé 
reakcie  na  liečbu  naznačujú,  že  je  potrebné 
zdvojnásobiť naše úsilie o pochopenie 
akýchkoľvek  možných  účinkov  striedavých 
elektrických  polí  na  tkáne  a  bunky  v  tomto 
frekvenčnom režime a začať posudzovať 
takéto účinky na základe jednotlivých 
bunkových  línií  a v iných biologických a 
klinických kontextoch.
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Obrázok S1. Vzorový obrázok celej misky z kontrolnej kultúry U118 (GFP). Všimnite si, že príslušenstvo zakrýva 
spodnú  časť  misky  a  že  okraj  z  výroby  misky  zakrýva  vonkajší  okraj.  Vylúčenie  niektorých  pásov,  ako  je 
znázornené na obrázku 2D, je odôvodnené týmito vlastnosťami misky.

Obrázok S2. Kalibrácia počtu buniek U87 v porovnaní so segmentovanými px z expresie GFP. V samostatných 
kalibračných experimentoch sa použili rôzne počiatočné hustoty výsevu od 1 × 104 do 1 × 105 buniek na misku. 
Bunky sa oddelili pomocou Accutase, inkubovali sa 24 h a potom sa inkubovali ďalších 72 h. Na konci 72 h sa 
misky s bunkovou kultúrou skenovali pomocou konfokálneho zobrazovania, ako je opísané v hlavnom texte, a 
všetky  bunky  sa  následne zdvihli  a  spočítali  pomocou  automatického  počítadla  buniek  Countess™  II  FL  (Thermo 
Fisher). Konečná hustota buniek sa pohybovala od
<  100  až  1200  buniek/m2.  Vykonali  sa  dve  série  kalibračných  experimentov  s  celkovým  počtom  38  buniek  a 
snímok. Na spracovanie obrázkov sa použil rovnaký postup ako v hlavnom texte, ale s pevnými prahovými 
hodnotami intenzity 0,06 a 0,51 (t. j. s udržaním px medzi prahovými hodnotami) a bez binovania. Kombináciou 
týchto  dvoch  experimentov  sa  získala  lineárna  zhoda  (čierna  prerušovaná  čiara)  medzi  hustotou  buniek  a 
prahovou  hustotou  px:  [Hustota  Px]  =  3,84  ×  10-4-  [Hustota  buniek]  +  1,1  × 10-2, R2 =  0,96.  Jednotlivé 
prispôsobenia pre každú sadu experimentov sú tiež zobrazené.
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Obrázok S3. Zmeny hustoty buniek merané pomocou segmentovaných hustôt px získaných z farbenia Hochest. 
Vykonala sa rovnaká zobrazovacia pipeline, ako je opísaná v hlavnom texte. Všimnite si, že účinok pozorovaný pre 
GSC827 v hlavnom texte mizne. Pre U87 sa farbenie Hoechstom nevykonalo.

Obrázok  S4.  Príklady  ROI  z  farbenia  Hoechstom  a  jodidom  propídia  (PI)  v  ošetrenej  bunkovej  kultúre  U118. 
Všimnite si riedke farbenie PI v porovnaní s farbením Hoechst. Farbenie PI (V13241; Thermo Fisher Scientific) sa 
vykonalo po zobrazení GFP. Na konci experimentov a 5 minút pred zobrazením pod mikroskopom sa z misiek 
odobralo  750  µl  DMEM  a  zmiešalo  sa  s  0,5  µl  zásobného  roztoku  1  mg/ml  a  pridalo  sa  späť  do  misky  na 
konečnú koncentráciu 2 × 10-4 mg/ml. Farbenie PI sa vykonalo v N = 12, resp. 9 pároch kultúr U118 a U87. Vo 
všetkých  takýchto  prípadoch  sa  našlo  len  málo  alebo  žiadne  mŕtve  bunky  a  ďalšie  štatistické  analýzy  sa 
nevykonávali.
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Obrázok S5. Výsledky farbenia anexínom V v bunkových kultúrach U118. Farbenie Alexa Fluor™ 594 (A13203 
Invitrogen) sa vykonalo s 10 µl Annexinu V v 200 µl DMEM počas 10 minút - pred zobrazením sa 2× premylo 
750 µl DMEM. Vykonali sa štyri experimenty. Jeden experiment bol vylúčený z dôvodu veľkého množstva šumu na 
okraji misky, celkovo bolo vykonaných 9 porovnávaní medzi miskami. A. Hustota segmentov px sa vypočítala 
pomocou  rovnakého  postupu  spracovania  obrazu,  ako  je  opísané  v  hlavnom  texte,  s  výnimkou  toho,  že 
otvorenie plochy sa vykonalo pre menšiu veľkosť 2 px. Chybové úsečky = 90 % intervaly spoľahlivosti z 1000 
opakovaných vzorkovaní. Hodnoty hustoty px neboli pre túto analýzu normalizované. B. Rozdiel medzi ošetrenými 
a kontrolnými kultúrami z hľadiska hrubej hustoty px. Chybové úsečky = 90 % intervaly spoľahlivosti z 
bootstrapovaných párových rozdielov s 1000 opakovanými vzorkovaniami.

Obrázok  S6.  Analýza  čerpania  Hoechstu  podľa  opisu  v  hlavnom  texte.  Odľahlé  hodnoty  s  pomerom ΔTreated/ΔControl 

presahujúcim absolútnu hodnotu 10 (vznikajúce v dôsledku malých hodnôt Δ) boli vylúčené pre celkové vylúčenie 
31/638 dátových bodov (≈  5  %).  V  prípade  oboch  bunkových  línií  sa  nepozoroval  žiadny  rozdiel  v  zjavnej 
aktivite čerpania.
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Obrázok S7. Dve línie gliómových kmeňových buniek, GSC827 a GSC923, sú transkriptomicky odlišné. A. Vennove 
diagramy hore/dole regulovaných génov vo všetkých troch kontrastoch: TS vs. TC, TS vs. TM a TM vs. TC. Azúrová 
farba  predstavuje  diferenciálne exprimované gény v GSC827 a ružová farba predstavuje GSC923. B. Vennov 
diagram súborov up/down regulovaných génov v GSEA s použitím databáz MSigDB C2 a C5.
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Obrázok S8. Rozdiely medzi ošetreným centrom (TC) a kontrolnými oblasťami misiek (CC, CM, CS). A, C. PCA bez 
dohľadu GSC827. B, D. PCA GSC923 bez dohľadu. Všimnite si rozdiel medzi TC a CC v oboch bunkových líniách.

Obrázok S9. Funkčné zhrnutie TS vs. TC, TS vs. CS, TM vs. CM a TC vs. CC v oboch bunkových líniách, GSC827 a
GSC923.
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Obrázok S10. Expresia mezenchýmových a proneurálnych znakov a obohatenie génovej sady signalizácie NOTCH. 
A-C. PN a MES signatúra ovplyvnená amplitúdou EF v GSC827 (vľavo) a GSC923 (vpravo). D. Vybrané génové 
ex-presie  PN  a  MES  signatúry  v  GSC923.  E.  Zodpovedajúca  sieťová  analýza  pre  GSC923.  Červené  uzly  sa 
vzťahujú na regulované gény a zelené uzly sa vzťahujú na regulované gény. F. Obohatená expresia súborov génov 
signalizácie NOTCH v GSC827 a GSC923.
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Tabuľka S1. Súbory génov bunkového cyklu ovplyvnené amplitúdou EF v GSC827
Súbor génov TS vs. TC p-val TS vs. TM p-val TM vs. TC p-val
POZITÍVNA_REGULÁCIA_ZASTAVENIA_CELKOVÉHO_CYKLU 1.42 < 0.01 1.15 0.19 1.40 < 0.01

RTM_CELL_CYCLE_CHECKPOINTS -0.82 0.82 -1.30 < 0.01 1.57 < 0.01

RTM_G2_M_CHECKPOINTS -0.89 0.63 -1.41 < 0.01 1.60 < 0.01

RTM_G1S_DNA_DAMAGE_CHECKPOINTS 1.11 0.26 -1.11 0.35 1.75 < 0.01

TP53_REGULUJE_GENE_TRANSCRIPTION_IN_G2_CELL_CYCLE_ARREST 1.20 0.34 -1.10 0.30 1.95 < 0.01

KEGG_CELL_CYCLE -0.97 0.62 -1.49 < 0.01 1.32 0.05

FISCHER_G1_S_CELL_CYCLE 1.17 0.10 -0.98 0.31 1.36 < 0.01

RTM_MEIOSIS 0.76 0.77 -1.28 0.11 1.41 < 0.01

RTM_S_PHASE -1.03 0.38 -1.37 < 0.01 1.48 < 0.01

RTM_MITOTIC_METAPHASE_AND_ANAPHASE -0.10 0.53 -1.38 < 0.01 1.51 < 0.01

RTM_CYCLIN_A_CDK2_ASSOCIATED_EVENTS_AT_S_PHASE_ENTRY 0.46 0.90 -1.089 0.24 1.53 < 0.01

RTM_SEPARATION_OF_SISTER_CHROMATIDS -0.91 0.74 -1.37 < 0.01 1.57 < 0.01

WHITFIELD_CELL_CYCLE_LITERATURE -0.56 0.74 -1.00 0.40 1.72 < 0.01

GOCC_ANAPHASE_PROMOTING_COMPLEX -0.68 0.91 -1.05 0.27 1.42 < 0.01

RTM_MEIOTIC_RECOMBINATION 1.10 0.3 -1.06 0.39 1.76 < 0.01

RTM_GTSE1_IN_G2_M_PROGRESSION_AFTER_G2_CHECKPOINT -0.84 0.70 -1.27 0.31 1.61 < 0.01

RTM_APC_C_SPROSTREDKOVANÁ_DEGRADÁCIA_PROTEÍNOV_CELULÁRNE
HO_CYKLU

-0.60 0.81 -1.24 0.21 1.68 < 0.01
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Obrázok  S11.  Vybrané  génové  expresie  súvisiace  s  diferenciáciou  mozgových  buniek,  činnosťou  neurónov  a 
vývojom mozgu.
A. Expresia vybraných génov, ktoré sa podieľajú na činnosti neurónov a vývoji mozgu a ktoré pozitívne korelujú s 
amplitúdou EF (t. j. oblasti misiek: TS > TM > TC) v GSC923. B. Kontrolované hierarchické zoskupovanie génov 
zapojených do diferenciácie mozgových buniek v GSC923.
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Obrázok S12. Expresia vybraných 
génov v oboch bunkových líniách. 
A. Expresia vybraných génov v 
GSC827. B. Expresia vybraných 
génov v GSC923.
C. H19 a expresia NKCC1 v 
oboch bunkových líniách.


