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Abstrakt: Predchadzajuce S$tudie uvadzaju, ze striedavé elektrické polia (EF) v rezime strednej frekvencie
(100-300 kHz) a nizkej intenzity (1-3 V/cm) - oznaCované ako "Tumor Treating Fields" (TTFields) - maju Specificky
antiproliferaény u¢inok na bunky multiformného glioblastému (GBM). Mechanizmus(y) uc¢inku vSak stale nie je(su)
uplne objasneny(é), ¢o brani klinickému prijatiu lieCby zalozenej na TTFields. S ciefom pokrocit v studiu takejto
lieCby in vitro sme vyvinuli indukéné zariadenie na dodavanie EF do bunkovych kultar, ktoré v porovnani s
predchadzajucimi zariadeniami zlepSuje tepelnu a osmolarnu regulaciu. Pomocou tohto induk&ného zariadenia
sme aplikovali kontinualne elektromagnetické polia (EMP) s frekvenciou 200 kHz s radialnym profilom amplitudy
EF s rozpatim 0-6,5 V/cm na kultury primarnych potkanich astrocytov a niekolko ludskych bunkovych linii

GBM - U87, U118, GSC827 a GSC923 - pofas 72 hodin. Hustota buniek sa hodnotila prostrednictvom
segmentovanych hustét pixelov z expresie GFP (U87, U118) alebo z farbenia (astrocyty, GE3&Z23).

Dalsie analyzy RNA-Seq sa vykonali na bunkdch GSC827 a GSC923. Osetrené kultiry vSetkych bunkovych lini
vykazovali pri nizSich amplitidach EF (0 - 3 V/cm) len malu alebo Zziadnu zmenu v proliferacii. Pri vysSich
amplitddach (> 4 V/cm) sa pozorovali odli§né ucinky. Zjavna hustota buniek sa zvysila (U87), znizila (GSC827,
GSC923) alebo vykazovala len malé zmeny (U118, astrocyty). Analyzy RNA-Seq na oSetrenych a neoSetrenych
bunkach GSC827 a GSC923 odhalili rozdielne exprimované subory zaujimavych génov, napriklad tie, ktoré
suvisia s kontrolou bunkového cyklu. ZvySena a zniZzena regulacia vSak nebola konzistentna naprie€¢ bunkovymi
liniami ani amplitidami EF. NaSe vysledky nenaznacuju ziadny konzistentny, antiproliferacny ucinok EMF s
frekvenciou 200 kHz naprie¢ bunkovymi liniami GBM a su tak v rozpore s predchadzajucimi zisteniami in vitro.
Uginky sa skor ligili v réznych bunkovych liniach a rezimoch amplitidy EF, ¢o zdérazfiuje potrebu posudit
ucinok(-y) TTFields a podobnych oSetreni na zaklade jednotlivych bunkovych linii.

Klaéové slova: Glioblastoma multiforme (GBM), striedavé elektrické polia, nadorové lie€ivé polia,
elektromagneticka indukcia, génova expresia

Uvod diagnézy - malé percento pacientov preziva
pat a viac rokov [1-3].

Multiformny glioblastom (GBM) je naj¢astejsi
a najsmrtefnej§i primarny nador mozgu
dospelych. Napriek multimodalnemu
lieCebnému planu je median prezitia
pacientov len 14-16 mesiacov od stanovenia



Kirson a kol. [4] uviedli, ze elektrické polia
strednej frekvencie (100-300 kHz) s nizkou
intenzitou (1-3 V/cm) - oznalované ako
"Tumor Treating Fields" (TTFields) - maju
antiproliferatny  ucinok, ktory inhibuje
rychlost rastu GBM buniek v kulture, pri¢om
nemaju Ziadny vyrazny u€inok na nedeliace
sa bunky. Tento inhibicny uGc&inok bol
zaznamenany v zavislosti od frekvencie s
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vrchol pri 200 kHz pre bunky GBM. Ug&inok
zavisel aj od amplitudy elektrického pofa (EF);
pri vy$Sich amplitidach EF (> 1 V/cm) sa u
niektorych  glidmovych  bunkovych linii
pozorovala viac ako 50 % inhibicia rychlosti
rastu [4, 5]. V naslednych Studiach sa zistilo,
ze TTFpole ma za nasledok de- kreaciu
nadorov u zvierat a ludi [4 - 6] a metastatické
Sirenie [7]. Pod vplyvom TTFields sa
pozorovala aj abnormalna  mitoticka
morfolégia buniek vratane krvacania s
naslednou apoptdzou [8, 9].

Spolo¢nost Novocure Ltd. odvtedy tieto

predklinické vysledky premietla do praxe.

Systém Optune™ (predtym NovoTTF-100A)

bol vyvinuty na aplikaciu TTFields in vivo.

Systém pozostava zo sustavy elektrod

pripevnenych na oholenu pokozku hlavy

pacienta. V roku 2011 bol systém Optune™
schvaleny americkym Uradom pre kontrolu

potravin a lie€iv (FDA) na liecbu recidivy GBM
na zaklade Kklinickej Studie fazy Il

(NCT00379470), v ktorej sa porovnavali

TTFields s chemoterapiou podfa vyberu

lekara [10]. V roku 2015 bol systém

Optune™ s adjuvantnym temozolomidom

(TMZ) schvéleny na lieCbu

novodiagnostikovaného GBM po

chirurgickom zakroku a radioterapii na

zaklade Studie (NCT00916409), v ktorej sa
porovnavali TTFields v kombinacii s TMZ so

samotnym TMZ [11].

TTFields nemaju jasny mechanizmus ucinku

Napriek pokradujucemu klinickému,

predklinickému a teoretickému vyskumu
zostava mechanizmus (mechanizmy) G€inku

TTFields neuplne preskumany. Vypoctové
modely predpokladaju, Ze utm EF v
bunkach zavisi od frekvencie [12 - 14]. Pri
nizSich frekvenciach su EF "tienené" (t. j.

brzdené elektrickym odporom a kapacitnou
reaktanciou) a nepreniknu cez bunkovu
membranu, zatial o v  strednom
frekvenénom rozsahu (100 - 500 kHz) mézu

EF v rdznych fazach bunkového cyklu
preniknat s pomerne malym amplitidovym
utlmom [13]. V dbsledku toho mézu mat’ polia
TTF v zasade priamy biofyzikalny uc&inok
(ucinky) na vnutro buniek GBM. Kirson a kol.

ini-ciativne [4] navrhli dva Uucinky, ktoré
povazovali za $pecificky antimitotické: (1)
TTFields mozu ovplyvnit  dipdlové
usporiadanie nabitych molekul, konkrétne

563

tubulinu a septinovych dimérov, a (2)

TTFields méZu mat za nasledok nerovhomerné
EF (t. j. gradienty EF) v Stiepnej brazde deliacej
sa bunky. Prvy mechanizmus by narusil

mitotické
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tvorbu vretienka a pravdepodobne aj
lokalizaciu  septinového komplexu na
anafazovej stredovej Ciare vretienka. Druhy
mechanizmus by pocas cytokinézy vytvaral
vyznamné dielektroforetické sily (DEP),
ktoré by mohli viest k agregacii
polarizovatelnych makromolekul smerom k
Stiepnej brazde a od nej, ¢o by naruSilo
proces Stiepenia.

Nedavne vypoctové a teoretické analyzy
Tuszyhského a kol. [12] a Liho a kol. [15]
v8ak naznacuju, Ze Kklinicky relevantné
zosilnenia EF (1 - 3 V/cm) vytvaraju
elektrostatické sily, ktoré su prilis malé na
to, aby vyznamne ovplyvnili rotacnu
dynamiku tubulinu alebo septinu, t. j. tieto
sily s ovefa menSie ako tepelna energia
uvedenych dimérov, ¢o spochybriuje prvy
navrhovany mechanizmus. Pokial ide o
druhy mechanizmus, tieto modely [12, 13]
predpovedaju, ze TTFields mbdzu vytvarat
vyznamné DEP sily, ¢o poskytuje teoreticky
dbkaz pre ruSivy pohyb polarizovatelnych
makromolekul poCas cytokinézy. Li et al.
[15] v8ak predpokladaju, Ze tento pohyb by
bol prili§ pomaly v porovnani s trvanim
telofazy na to, aby ovplyvnil delenie buniek.
TTFields mézu tiez spdsobit biofyzikalne
ucinky nad ramec tych, ktoré navrhli Kirson

a kol. [4], vratane, ale nielen: Sirenia
i6novych vin pozdiz a okolo mikrotubulérnych
vlakien [12], zmien vo vodivosti idnovych
kandlikov [16], zmien membranového
potencidlu [15], zvySenej permeability
membran [17] a Joulovho ohrevu
cytoplazmy a/alebo kultivaného prostredia
[18].

Narastajuci poCet prac poukazuje na
Specifické  biomolekularne drahy v
mechanizme  (mechanizmoch)  uCinku
TTFields (pozri prehfad [19]). Napriklad sa
zistilo, ze TTFields aplikované in vitro vedu

k oneskorenej oprave poskodenia DNA
prostrednictvom downregulacie BRCA [20],
k dvojvlaknovym zlomom DNA [21] a k
zvyseniu autofagie prostrednictvom
downregulacie signalnej drahy fosfoinozitid
3-kindza/Akt/jadrovy faktor kB [22]. Medzi
dalSie zaznamenané ucinky patri zvySena
imunogénna smrt buniek [7] a zniZzena
migracia a inva- zia buniek [23, 24]. Tieto
drahy mézu poésobit za vysSie uvedenymi
biofyzikalnymi u€inkami alebo spolu s nimi.
TTFields mézu mat aj synergicky ucinok s
adjuvantnou chemoterapiou. Tuto hypotézu
564

podporuje klinické zistenie, Ze TTFields su
najucinnejSie v kombinacii s TMZ [11, 24].
TTFields
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moéze zvySit ucinok TMZ tym, Ze naruSi
rezistenciu buniek GBM na viaceré lieky, ¢o

je CiastoCne spdsobené nadmernou expresiou
transportérov. ABC (ATP-Binding Cassette),
ABCG2 a ABCB1 [25]. V nedavnej praci sa
hodnotili aj zmeny expresie v celom genéme

v dosledku TTFields, pri€om sa okrem iného
zaznamenali UC€inky na gény suvisiace s
bunkovym cyklom a bunkovou smrtou[26, 27].
Hoci v pozorovanych uc&inkoch poli TTFields
moze zohravat tlohu mnoho mecha- nizmov,
Ziadny z nich nebol jednoznacne preukazany
in vivo.

V  komunite  neuroonkolégov  prebieha
diskusia o u€innosti TTFields a Optune™.
Od roku 2019 zostava miera prijatia priblizne
30 % (t. j. 30 % vhodnych pacientov s GBM
dostava TTFields tam, kde je k dispozicii) [19].
Toto pomalé prijimanie mdze byt okrem
inych  faktorov spOsobené nedostatkom
jasného mechanizmu uc€inku, o ktorom sa
diskutuje vysSie, a/alebo absenciou fiktivnej
kontrolnej skupiny v otvorenych klinickych
Studiach (podrobnejsi klinicky pohlad pozri
Wick [28]). S cielom pomdct vyriesit' tuto
diskusiu spolo¢nost Novocure Ltd.
spristupnila vyskumnikom svoj testovaci
systém in vitro s nazvom Inovitro™. Odvtedy
boli publikované nezavislé Studie
vyuzZivajuce systém Inovitro™ na skumanie
réznych mechanizmov ucinku (napr. [21,
29]). Ako zasadny doplnok k tymto Studiam
sme sa snazili preskumat ucinky stredne
Castych elektrickych poli (EF) s nizkou
amplittidou na ludské bunkové linie GBM
pomocou Uplne odliSnej metddy aplikacie EF.

Prepracovanie experimentov in vitro TTFields

Systém Inovitro™, ktory je podrobne
opisany v praci Porat et al. [30], nie je bez
metodickych problémov. Systém pozostava
z dvoch parov ortogonalne orientovanych,
kapacitne prepojenych elektréd
pripevnenych na misky s bunkovymi
kultirami. Tieto elektrody su izolované
keramikou a pripojené ku generatoru funkcii a
zosilfhovacu. Striedavé EF sa generuju s
periodickym prepinanim medzi dvojicami
elektrod [5, 30], aby sa maximalizovala
ucinnost akychkolvek efektov zavislych od
orientacie, ako su napriklad sily DEP pocas
cytokinézy.

Hlavnym uskalim systému Inovitro™ je tvorba
tepla. Znacné mnozstvo tepla vznika
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prostrednictvom  kontaktnych elektréd a
Joulovym ohrevom (elektricky) vodivych

Am J Cancer Res 2024;14(2):562-584
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kultivacné médium. Na udrZanie
fyziologickej teploty 37 °C v kultivaénom
médiu navrhuju vyvojari systému Inovitro™,
aby sa pouzival v inkubatore s teplotou 18
°C. Okrem toho je systém navrhnuty tak, aby
sa dal prerusovane vypinat [30]. Pouzitie
chladiaceho prostredia prindSa dalSie vyzvy.
Chladnejsi a such$i vzduch obklopujuci teplé
kultivatné médium modze urychlit
odparovanie v  désledku  zvySeného
gradientu tlaku pary. V désledku toho méze
byt osmolarna regulacia ohrozena pocas
dihSieho ¢asového obdobia.

Pri vyvoji naSho zariadenia na aplikaciu EF
sme zohladnili prislusné konStrukéné
obmedzenia systému Inovitro™. Aby sme
zmiernili tazkosti spojené s tvorbou tepla,
rozhodli sme sa pouzit indukény, a teda
bezkontaktny spésob podavania EF. Tymto
sposobom sa eliminuje vodivé teplo.
Podrobné informacie o nastaveni su uvedené
v praci Ravin, Cai et al [31]. V skratke,
elektromagnetické polia (EMP) S
pozadovanou frekvenciou (200 kHz) boli
generované vo vzduchovej solenoidovej
cievke  pripojenej k  priemyselnému
indukénému ohrievau a umiestnenej v
inkubatore (pozri Metddy, obrazok 1A).
Vznika indukovany obvodovy EF pro- file s
amplitudou, ktora linearne narasta od stredu
cievky (obrazok 1B). Radialne narastajuci
profii EF v kazdej kultivacnej miske nam
umoznuje vykonat experiment "titracie
davky" EF, pricom kazda miska ma jadro s
malym alebo Ziadnym EF, ktoré sluZi ako
vnutorna kontrola. Akékolvek zmatky medzi
miskami, ako napriklad rozdiely v
osmolarnych podmienkach, nemézu prispiet
k rozdielom pozorovanym v ramci tej istej
misky, a preto sme sa im vyhli. Vytvara sa aj
malé, vertikalne (alebo osovo) striedavé
magnetické pole. Problémom v8ak zostava
Joulovo ohrievanie kultivatného média.

Na rieSenie Joulovho ohrevu sa cievka
aktivne ochladzovala pod teplotu inkubatora,
¢im sa vytvarali Cisté konvekéné tepelné
straty, ktoré sa daju nastavit’ tak, aby sa
vyvazil Joulov ohrev kultivatného média a
udrziavala sa ustalena teplota. Pritom sa
EMP mbze aplikovat nepretrzite bez
ovplyvnenia teploty kultivatného média. Boli
tiez prijaté opatrenia na zlepSenie
osmolarnej regulacie (pozri Metddy, obrazok
1C).

566

Tento experimentalny testovaci systém nam
umoznuje  vyhodnotit  vysledky, ktoré

uvadzaju Kirson et al. [4], ako aj rozSirit
rozsah "davky" EF alebo amplitudy
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Obrazok 1. Schéma experimentalnej aparatury a metdd. A. Zostava na aplikaciu EMP s frekvenciou 200 kHz.
Cievka (vnutorny priemer = 5 cm, vySka = 8 cm, 3 zavity, dvojito zabalend) bola pripojend k indukénému
ohrievacu a obalena vodnym plastom. Voda cirkulovala pomocou chladiacej slu¢ky. Cievka bola potom upevnena
v inkubatore. Do cievky sa umiestnili rukavy so siedmimi na sebe ulozenymi miskami, z ktorych pat bolo
umiestnenych v cievke vo vertikalnych polohach oznagenych P1-P5. P1 bola vylu¢ena z dévodu pozorovanej
variability teploty. Teplota sa monitorovala pomocou optického snimaca v strede misky P3; preto bola vylucena aj
miska P3. Samostatny kontrolny zasobnik bol umiestneny mimo cievky. B. Namerany profil amplitudy EF.
Vonkajsi priemer, = 35 mm je prekryty. C. Schéma tvarovania veka

proces, ktory sa pouziva na zmenSenie exponovanej plochy. VieCka boli tvarované tak, aby sa dotykali
vnutorného priemeru priblizne

o= 21 mm.

pripade U87 a U118 a prostrednictvom

d ra tych, ktoré Zivali dtym. V B
nad ramec tycC ore sa pouzivall preatym bUnkOVyCh

tejto praci uvadzame vysledky 72-hodinovej
nepretrzitej aplikacie EMP s frekvenciou 200
kHz v rozsahu 0-6,5 V/cm na rézne bunkové
linie. Podla naSich vedomosti uvadzame prvé
vysledky striedavej stimulacie EF v rozsahu
nad 5 V/cm. Skimali sme dve ludské bunkové
linie GBM pouzité v predchadzajucich
Studiach: U87 a U118 a dve nedavno
validované kmernové bunkové linie GBM:
GSC827, GSC923 [32]. Ako priklad
normalnych buniek centralneho nervového
systému sa Studovali aj primarne astrocyty
potkanov. Hustota segmentovanych pixelov sa
hodnotila prostrednictvom expresie GFP v

567 Am J Cancer Res 2024;14(2):562-584
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Farbenie zelenou farbou CMFDA a
Hoechstom 33342 pre GSC827, GSC923 a
astrocyty potkanov ako proximalne meranie
hustoty buniek. Casovy priebeh intenzity
farbenia CellTracker a Hoechst v bunkach
GSC827 a GSC923 sa hodnotil & ciefom
zistit, &i lieCba ovplyviiuje aktivitu pump,
ktoré odstrariuju CellTracker a Hoechst,
konkrétne ABC transportérov (aktivita ABC
transportérov. sa povaZuje za zdroj
rezistencie na viaceré lieky v GBM [25]).
Nakoniec sa analyzy RNA-Seq vykonali na
bunkach GSC827 a GSC923 odobratych z
réznych radiadlnych oblasti misiek -
zodpovedajucich

568
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na roézne amplittdy EF - na posudenie
ucinkov na expresiu génov po lie¢be.

Materialy a metody
Bunkové kultary

Bunky U87 a U118 exprimovaliGFP, zatial ¢o
bunky GSC827, GSC923 a astrocyty potkanov
nie. Pre vSetky kultiry sa 3 ml bunkovej
suspenzie umiestnili do 35 mm kultivacnych
misiek (Corning, Falcon). Pre U87, U118,
GSC827, GSC923 a

potkanich astrocytov bola hustota nanesenia
buniek na misku 1,0 x 15 5 x 104 75 x 104
7,5 %

%43 1,0 x %5, Pocet

opakovani bolo 21, 24, 18, 12 a 15 v
rovnakom poradi.

Bunky U87 a U118 (ATCC, Glioma Tumor Cell
Panel TCP-1018™) sa uchovavali v 75 ml
bankach s kultivatnym médiom DMEM
doplnenym 10 % FBS, 1 % penicilinom a
streptomycinom  (Gibco;  Thermo  Fisher
Scientific). Bunky sa pasazovali dvakrat
ty2denne a bunkové kultury sa udrZiavali v
inkubatore s 5 % CO, pri 37 °C. Pred
kazdym experimentom sa GBM bunky
oznacené GFP oddelili z kultivacnej nadoby
pomocou Accutase™ (Sigma) a znovu sa
suspendovali v médiu. Na podporu
prichytenia buniek sa bunky umiestnili na
misky potiahnuté poly-D-lyzinom (0,05
mg/ml) (Sigma).

Na objasnenie ucinkov EMP indukovanych
frekvenciou 200 kHz na transkriptomické
profily mozgovych nadorov sme vykonali
RNA-Seq na kulturach bunkovych linii
GSC827 a GSC923, ktoré pochadzaju z
neuroonkologického oddelenia [32], a nie z
tradicnych modelovych bunkovych linii;
GSC827 pochadza od 60-roéného muzského
pacienta s GBM a GSC923 od 56-rocnej
pacientky s GBM. Tieto bunkové linie lepSie
reprezentuju heterogenitu, ktora sa mobze
vyskytovat u pacientov s GBM. Bunky
GSCB827 a GSC923 sa pestovali v suspenzii
v 75 ml bankach s médiom NBE zloZzenym z
média DMEM/F-12 doplneného 10 mI P/S, 5
ml L-glutaminu, 5 ml rastového doplnku N2,
10 ml rastového dopinku B27, EGF (25
ng/ml) a bFGF (25 ng/ml). Bunky sa
pasazovali raz tyzdenne, pricom sa
vytvorené guféCky disociovali pomocou
Accutase™. Medzi jednotlivymi pasazami sa

569

médium raz vymenilo. Bunky sa rozmiestnili na
misky potiahnuté Matrigelom (0,4 mg/ml,
356234 Corning), opat na podporu
prichytenia.
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Astrocyty  boli izolované z  kéry
postnatalnych potkanov medzi 1. a 3. diiom
po narodeni. Astrocyty boli kultivované v
DMEM + 10 % FBS pri 10 % CO. Po 7
dfioch rastu sa banky cez noc pretrepali,
aby sa znizila kontaminacia
progenitorovymi bunkami oligodendrocytov
a mikrogliami. Ked kultary dosiahli 75 %
konfluenciu (priblizne 3 tyzdne), bunky boli
odstranené  pomocou  Accutase™ a
nasledne zmrazené. Pred experimentmi sa
bunky rozmrazili a rozmiestnili do 75 ml banky
s DMEM. Pri 75 % konfluencii boli bunky
odstranené pomocou  Accutase™ a
rozmiestnené na misky potiahnuté Poly-D-
Lyzinom.

Kontinualne dodavanie EMP s frekvenciou 200
kHz do bunkovych kultdar

Testovaci systém, schematicky znazorneny
na obrazku 1, je podrobne opisany v
publikacii Ravin, Cai et al. [31]. V skratke,
systém bol napajany priemyselnym

Induk&ny ohrieval s vykonom 10 kW (DP-
10-400, RDO Induction LLC, Washington NJ)
zaloZzeny na kons$trukcii rezonanéného LC
obvodu. Indukéné zariadenie bolo pripojené k
dvojitej medenej cievke so vzduchovym
jadrom. Cievka bola oplastena a pripojena k
vodnému chladi¢u (Durachill®,
PolyScience), ktory odobera teplo a tym
reguluje teplotu cievky (obrazok 1A).
Cievka bola upevnena vo vnutri inkubatora
s5 % CO, (MCO-18M Multigas Incubator,
SANYO Electric Co. Ltd., Osaka, Japonsko)
cez plexisklové okienko. Plastové obaly na
misky na bunkové kultury boli vytlacené 3-D
tlaCou vo vlastnej rézii. V kazdom puzdre
sa nachadzalo sedem 35 mm misiek vo
vertikalnom stohu. Horné a dolné taniere na
okrajoch navleku boli naplnené iba médiom;
strednych pat tanierov obsahovalo bunkové
kultury a ich pozicie boli oznacené P1-P5
(obrazok 1A).

Cievka bola aktivne chladend vodou na
teplotu priblizne 22 °C, ktora sa dala
regulovat, aby sa odvadzalo teplo
generovane Joulovym ohrevom
prostrednictvom ustalenej konvekcie a
udrziavala sa tak konstantna fyziologicka

teplota v kultivaGnom médiu.
Experimentalna teplota sa merala nepretrzite
pomocou optického snimala teploty

umiestneného v strede misky na P3 v rdmci
cievky, ktora obsahovala len kultivacné
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médium (obrdzok 1A). Téato teplota sa
dialkovo  monitorovala, kontrolovala a
zaznamenavala. Pocas vSetkych
experimentov sa udrziavali stabilné teplotné
podmienky (37 °C £+ 0,5 °C). Podobné teploty
sa udrziavali na vSetkych miskach v
polohach P2-P5, ale nie v P1, kde sa
namerala teplota o niekolko °C nizSia [31].
Misky v polohe P1 boli vylu¢ené
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zo v8etkych analyz. Pri kazdom 72-
hodinovom experimente boli vytvorené tri
experimentalne opakovania parovych
porovnani misiek na poziciach: P2, P4, P5.

Ocakavany profil EF generovany v cievke
indukénym zariadenim mozno vypocitat zo
zakladnych principov elektriny a magnetizmu.
Vo vnutri cievky sa amplituda indukovanej EF
linearne zvySuje od nuly v strede
taniera/cievky, r = 0, po maximum pri r = R,
vonkajSom polomere taniera. Zatial ¢o
amplitida EF sa priestorovo meni v
radialnom smere, v azimutalnom alebo
obvodovom smere sa meni. Pri vyuZivanom
vykone 3,19 kW sme namerali maximalnu
amplitidu EF 6-7 V/cm pk-pk na obvode
paraboly, znazornenu na obrazku 1B. Tento
profil EF sa experimentalne meral pomocou
drétenych sluciek [31] a ziskala sa linearna
zhoda pre amplitudu EF,|E|, ako funkciu r
(pozri obrazok 1B).

IE(r < R)| = 4,42 r [V/cm]. (1)

Kontrolné puzdro bolo umiestnené v tom istom
inku- batore daleko od cievky a mimo jej
vertikalnej osi (pozri obrazok 1 v publikacii
[31]), aby sa zabranilo Sireniu alebo rozptylu
EMP.

Pocas experimentov sa nevykonavali ziadne
zmeny médii. Na zmiernenie strat médii sa
pomer objemu média k jeho povrchu znizil
dvomi spésobmi: (1) zvySenim objemu média v
miske z beznych 2 ml na 3 ml a (2) zmenou
tvaru veka vSetkych misiek tak, aby sa zakryla
Cast odkrytej plochy povrchu a aby sa
kondenzat presmeroval spat do média
(obrazok 1C). Tvarovanie sa uskutocnilo
zahriatim vieCok pomocou teplovzdusnej pistole
a ich naslednym tvarovanim pomocou ocelovej
gul6cky. Dosiahlo sa zmen3enie povrchu o =
36 %. Pri tychto Upravach sa nameral narast
osmolarity v priebehu 72 hodin 0 17 % a 6,5

% z pociato¢nej osmolarity 314 milimol v
upravenych a kontrolnych kondiciach [31].

Konfokalne zobrazovanie a farbenie

Radialne sa meniaca amplitida EF
znemozhuje pouzitie konvenénych metéd
zdvihania a pocitania buniek, pretoZe tieto
metody  vylu€uju  kritické  priestorové
informacie. Namiesto toho boli celé misky
zobrazené in situ spojenim poliCok. Na konci
experimentov sa misky z puzdier Uplne
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odstranili. Kazdy par misiek
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boli najprv kontrastne vylepSené pomocou
metody morfologickej transforméacie, pri ktorej
sa

(kontrolné, oSetrené) sa zobrazovali
striedavo. Otacava orientacia kazdej misky
bola zachovana pomocou znaciek vyrobcu,

t. j. v8etky misky mali indexovacie znacky a
boli umiestnené tak, aby smerovali
rovhakym smerom v inkubatore a na
zobrazovacom stupni.

Misky boli pripevnené na stolik laserového
skenovacieho konfokalneho mikroskopu
Zeiss LSM 780. Na zobrazovanie sa pouZzil
pristroj EC Plan-NeoFluor 5 x,

Pouzilo sa 0,16 N.A. V kultarach U87 a
U118 sa zobrazil GFP. V pripade kultur
GSC827, GSCI923 a potkanich astrocytov sa
pred zobrazovanim odstranilo médium NBE a
pridalo sa 1 ml média NBE s CellTracker
Green CMFDA (C7025, Thermo Fisher) v
koncentracii 2,5 uyM alebo s Hoechstom
33342 v koncentracii 3 pg/ml. Pre GFP gj
CellTracker sa pouzil laser s vinovou diZzkou
488 nm, rozdelovac lu¢a 488/562 nm a filtre

s vinovou dizkou 500-555 nm. Pre Hoechst
33342 sa pouzila vinova dizka exci- tacie
405 nm a zarezovy reflektor 405 nm. Pre
vSetky snimky sa zoSilo spolu 484 oblasti
zaujmu s 5 % prekrytim. Kone¢na velkost
obrazu bola 10 726 x 10 726 pixelov (px). Pri
zobrazovani sa dbalo na to, aby sa
nepouZzivali nasycujuce parametre; parametre
sa poCas vSetkych experimentov udrziavali
konStantné. Na posudenie schopnosti buniek
GSC827 a GSC923 vycerpat CellTracker a
Hoechst sa po niektorych experimentoch
vykonali pridavné zobrazovacie Studie na
zadrzanie CellTrackera aj Hoechstu. Bunky
sa po prvom zobrazovani dvakrat premyli 1

ml média NBE a potom sa umiestnili spat
do inkubatora na 2 hodiny (bez oS$etrenia).
Po uplynuti 2 hodin sa misky opat
zobrazovali s rovnakym protokolom a
parametrami zobrazovania.

Spracovanie obrazu

Cielom spracovania obrazu bolo
kvantifikovat hustotu segmentov v px ako
funkciu radialnej vzdialenosti. Kazdy obraz
bol najprv rozdeleny (t. j. binovany) na 25
rovnako dlhych prstencov alebo pasov. Kvoli
prispdsobeniam, ktoré zakryvaju spodnu
Cast misky, bola do analyzy zahrnuta len
horna Cast pasma od 18. pasma (pozri
obrazok S1, kde je ukazkovy obrazok celej
misky). Z dévodu deformacii na okraji misky
boli vyradené aj 23. - 25. pasmo. Obrazky
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"horny klobuk" sa prida a "spodny klobuk" sa

z obrazu vyradi. Na tento krok sa pouZil
Strukturny prvok v tvare disku s polomerom 3
px. Obrazky sa potom denoizovali pomocou
Wienerovho filtra 3 x 3.

Néasledne sa vykonala segmentacia podla
jednotlivych pasiem v dvoch krokoch:
binarizacia a otvorenie (obrazok 2C). Prahové
hodnoty pre binarizaciu obrazu sa vybrali na
zaklade jednotlivych pasiem pomocou
Otsuovej metddy. Pre vSetky typy buniek
okrem U87 sa vypocital jeden prah. Pre U87
sa vypocitali dva prahy a pouzil sa nizsi z
nich kvoli pritomnosti jasnejSich buniek
vykazujucich vysoku expresiu GFP. Po
binarizacii sa vykonal krok otvorenia s
polomerom 6 px. Nakoniec sa pre kazdy pas
vypocital pomer px popredia a pozadia ako
priblizna miera hustoty buniek. Px v popredi
sa pouzili ako maska na neskorsi vypocet
intenzity px v jednotlivych pasmach na
posudenie  aktivity Cerpania.  VSetko
spracovanie obrazu sa vykonalo pomocou
programu MATLAB 2019a (Natick, MA).
Pozri Metédy v ref. [31], kde su uvedené
dalSie podrobnosti a reprezentatny kod.
Analyzy obrazov sa vykonavali parovym
spbsobom, t. j. medzi kazdou dvojicou
kontrolnych a oSetrenych kultir v rovnakej
polohe cievky (P2, P4, P5). Hustoty Px sa
normalizovali na (t. j. vydelil) priemernu
hustotu Px kazdej kontrolnej misky vo vSetkych
zahrnutych  pasmach pred  spojenim
vysledkov v paroch na dalSie Statistické
analyzy.

Na overenie zhody medzi denzitou px a
potom  experimentalnych  buniek  boli
vykonané dalSie kontrolné experimenty na
bunkach U87. V tychto experimentoch sa
pouzil rozsah hustoty plat- niiek a bunky sa
po zobrazeni zdvihli a spocitali. Pozoroval sa
linearny vztah medzi poctom
experimentalnych buniek a celkovou (t. j.
bez binningu) segregovanou hustotou px
(obrazok S2). Takto stanovena segmentovana
hustota px teda sluzi ako robustny ukazovatel
hustoty buniek (pozri aj obrédzok 6 v ref. [31]).

Extrakcia RNA

Analyzy RNA-Seq sa vykonali na bunkach
GSC827 a GSC923 z 3 experimentov (N =
9). Na konci tychto experimentov sa médium
nahradilo 1 ml Accutase™ na sedem minut,
kym sa bunky nezacali zaokruhlovat. Potom
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sa pridali 3 ml DMEM/F-12 na zastavenie
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bunky pred odletom. Pomocou 200 pl
pipety sa bunky ru¢ne zbierali z 3 oblasti v
kazdej miske: (1) z polomeru 4 mm okolo
stredu misky a potom z 3 mm pasov
centrovanych v radialnej vzdialenosti (2)

8,5 mm a (3) 15,5 mm od stredu misky. Tieto
oblasti su opat oznalené ako oSetreny
stred (TC), oSetreny stred (TM), resp.
oSetrené okolie (TS) a podobne aj pre
kontrolné kultury (CC, CM, CS). Oblasti boli
udrziavané v  konzistenthom  stave
pomocou sledovaného diagramu.

Bunky sa rozpustili, znovu sa suspenduju v
DMEM/F-12 a uchovavaju sa na lade.
Vzorky sa centrifugovali pri 800 x g poCas 5
minut pri 18 °C. Médium sa odsalo a bunkovy
pelet sa znovu suspendoval v 350 ul RLT
pufra (Qiagen RNeasy Mini Kit, ¢. 74104).
Extrakcia bola automatizovana pomocou
QlIAcube nastavenej na protokol RNA-
RNeasy mini s trdvenim DNasel a 35 pl
DEPC vodnej elucie. Mnozstvo RNA sa
meralo pomocou supravy Qubit RNA so
Sirokym rozsahom (Thermo Fisher, ¢&.
Q10211) s pouzitim 1 pl vzorky. Kvalita sa
urcila spustenim 1 pl vzorky na BioAnalyzer
RNA Nano chip (Agilent, €. 5067-1511) pre
RIN. Transkriptomicka kniznica sa pripravila
pomocou  supravy lllumina TrueSeq
stranded mRNA library Prep podla pokynov
vyrobcu. KniZnica bola sekvenovand na
platforme lllumina NovaSeq SP s pouzitim
150 bp parovych ¢itani, ktoré vykonali
vyskumné zariadenia NCI pre pokrocilé
technoldgie.

Analyza RNA-seq a identifikacia odliSne
exprimovanych génov

Citania $pecifické pre jednotlivé viakna RNA-
seq sa analyzovali pomocou programu CCBR
Pipeliner (github.com/CCBR/Pipe- liner). Tato
pipeline vykonava niekolko uloh: kontrolu
kvality pred zarovnanim ¢itani, upravu
sekvenénych ¢itani, zarovnanie s fudskym
genomom, kontrolu kvality po zarovnani
Citani, kvantifikaciu znakov a identifikaciu
diferencialne exprimovanych génov (DEG).
Vo faze kontroly kvality sa nezavisle
hodnotila  kvalita sekvenovania kazdej
vzorky pomocou nastrojov FastQC, Preseq,
Picard, RSeQC, SAMtools a QualiMap.
Vzorky mali 44 az 55 miliénov ¢&itani, ktoré
presli filtrom, s viac ako 92 % bazami nad
skore kvality Q30. Sekvencné Citania, ktoré
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predli prahovymi hodnotami kontroly kvality,
boli orezané na sekvenovanie adaptérov.
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U87 Treated (GFP)
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Obrazok 2. Zhrnutie vysledkov segmentovanej hustoty px. (A) Vzorovy obrazok pravého horného kvadrantu kon-
trolovej misky U87 po vSetkych krokoch spracovania obrazu (mierka = 5 mm). Vlozeny graf znazorfiuje
vypocitané hustoty px z
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pasma 1-22 (pozri D). Su zobrazené zvacSené Skvrny v blizkosti stredu a okraja (mierka = 0,25 mm). (B)
Zodpovedajuca oSetrena miska. V8imnite si rastuci trend hustoty px s amplitudou EF. (C) Kroky spracovania obrazu.
Vpravo je porovnany vzorovy surovy obraz pre bunky U87 (hore) s kone€nym binarizovanym obrazom (dole).

(D) Schéma diskretizacie misky na 25 rovnakych prstencovych pasov. Zahrnuta oblast je zatienena. (E)
Agregované vysledky. Rozdiel medzi normalizovanymi hustotami px pre rézne bunkove linie je vykresleny

ako funkcia radialnej vzdialenosti (spodna os) aj amplitudy EF (horna os) s pouzitim rovnice (1) na konverziu

osi. Chybové usecky = 90 % intervaly spolahlivosti z bootstrapovanych parovych rozdielov s 1000 opakovanymi
vzorkovaniami. Na zistenie vyznamnych zmien v rozdiele lie€enych a kontrolnych hodnét sa vykonali aj
jednovyberové Wilcoxonove testy podpisanych hodnét v jednotlivych pasmach (* = P < 0,05). Pocet opakovani bol
N =15, 24, 21, 12, 18 pre, v poradi podla legendy, astrocyty potkanov (Astro), U118, U87, GSC827 a GSC923.
VSimnite si, Ze v menSich skupinach sa o€akava mensi polet buniek, a teda vysSia variabilita.

s pouzitim algoritmu Cutadapt s re-
ferenénym genémom (Human - hg38).
Transkripty boli anotované a kvantifikované
pomocou programu STAR. DEG sa urdili
pomocou metdod EdgeR, DESeq2 a
limma/voom. DEG sme de- rivovali pomocou
prahovych hodnét P < 0,05 a zahybovych
zmien = 1,3 alebo < -1,3 vo v8etkych troch
metddach porovnavanim a kontrastovanim
oblasti TS vs. TC, TMvs. TC a TS vs. TM.
KedZe pocet DEG bol maly, na funk&nu analyzu
sa pouzili aj DEG odvodené z EdgeR s
pouzitim rovnakych prahovych hodnét. DEG
sme odvodili aj kontrastovanim oblasti TS vs.
CS, TM vs. CM a TC vs. CC s pouzitim
rovnakych prahov ako pri ostatnych kontrastoch.
Gény vykazujuce urovne expresie, ktoré
korelovali s oblastou amplitudy EF (. j. TC <
TM < TS alebo TC > TM > TS), boli
identifikované pomocou Pearsonovej
korelacie s prahom P < 0,05 a korelaCnym
koeficientom r > 0,45.

Vykonali sme GSEA porovnanim TS vs. TOM
vs. TC, TSvs. TM, TS vs. CS, TMvs. CM a

Analyza ciest a sieti

Analyza ciest a sieti bola vykonana pomocou
Ingenuity Pathway Analysis (IPA; qia-
genbioinformatics.com) a Cytoscape (cyto-
scape.org). Do IPA bolo nahranych viac ako

2 000 DEG a pre kazdy kontrast sa vykonala
analyza jadra s pouzitim génov s regulaciou

smerom nahor aj nadol. Vystupy =z
kanonickych drah, upstream analyzy, dis-
eaz a funkcii a analyzy regulatorov boli
skontrolované s ciefom objasnit potencialne

zdkladné molekularne funkcie. Okrem toho
sa na dalSie rozS8irenie chapania biologickej

funkcie pouzilo prekryvanie drah a sietova
analyza. Na funkénu analyzu v programe
Cytoscape bola siet GBM stiahnuta z
databazy STRING a gény korelované s
oblastou amplittdy EF boli prekryté na
vytvorenie prisludnych sieti.

Analyza obohatenia génovych suborov (GSEA)
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TC VS. CC.
(http://software.broadinstitute.org/
gsealindex.jsp). Analyza GSEA sa vykonala
pomocou desktopovej aplikacie JavaGSEA
(GSEA ver. 4.1). Pri filtrovani databaz GSEA
boli vylucené kuratorské subory génov
MSigDB C2 a C5, ktoré mali menej ako 10
génov alebo viac ako 500 génov. P-hodnoty
sa vypocitali 1000-nasobnym permutovanim
vzoriek na identifikdciu  obohatenych
suborov génov. Nominalna P-hodnota
mensia ako 0,05 a normalizované skoére
obohatenia (ES) vacsie ako 1,4 z vystupov
GSEA sa pouzilo ako prah na uréenie
suborov génov s vy8Sou alebo niZSou
regulaciou pre kazdé porovnanie alebo
kontrast. Na zhlukovanie a sumarizéciu
vystupov GSEA sa pouzil program R (ver.
4.0.5).

Vysledky

Osetrenie indukovanymi EMP s frekvenciou
200 kHz ma rézny vplyv na rychlost rastu
réznych bunkovych linii

Vysledky su znazornené ako percentualny
rozdiel medzi kone¢nou lieCenou a
kontrolnou hustotou pixelov, vyjadreny ako
funkcia radialneho pasma alebo
ekvivalentne ako amplitida EF (obrazok 1B).
Priklad dvojice kontrolnych a oSetrenych
kultur U87 je zobrazeny na obrazkoch 2A, 2B
po vSetkych krokoch spracovania obrazu.
Zobrazené obrazky poskytuju priklad zvysenia
hustoty buniek v zavislosti od radialneho
pasma v oSetrenej miske U87, najma pri
amplitidach EF presahujucich 4 V/cm.
Podrobnosti o krokoch spracovania a
segmentacie obrazu su uvedené v Casti
Metédy (obrazok 2C, 2D). Zistilo sa, ze
ucinky pri réznych amplitidach EF sa pre
rézne bunkové linie liSia (obrazok 2E).
Potkanie astrocyty a bunky U118 vykazuju
malé alebo ziadne zmeny pri akejkolvek
amplitude EF, hoci U118 vykazuje maly (< 5
%) rozdiel v celom rozsahu, ktory je v
niektorych pasmach vyznamny; bunky
GSC827 a GSC923 vykazuju pokles priblizne
0 10 - 20 %, ale len pri va&Sich amplitudach
EF (4 - 6 Vicm); a bunky U87 vykazuju
narast az o 30 % pri vacSich amplitidach
EF. Vysledky farbenia Hoechstom (U118,
GSC827, GSC923, astrocyty) boli podobné

s
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A . / bol zisteny relativne nizky

s Sl 025 poCet mftvych buniek, ¢o
naznacuje, ze bunkova smrt
nebola faktorom
prispievajucim k
zaznamenanym ucinkom
(pozri obrazok S4 pre
protokol a vzorové vysledky
farbenia PI). Pri niektorych
experimentoch s bunkami
U118 a potkanich astrocytov
sa vykonalo dodato¢né
farbenie pomocou anexinu
V, ktory sa spaja s
apoptotickymi  bunkami. V
kulturach astrocytov
potkanov sa naslo len malo
apoptotickych buniek.
Niektoré apoptotické bunky

CellTracker
(827 Control)

A=0.17

Hoechst
(827 Control)

A=0.01

__ 2hours sa nasli v kultarach U118 (<

0,5 % px/px alebo priblizne 3
B EF Amplitude (V/cm) % hustoty segmentovanych
0 2 4 6 px z GFP), ale nezistil sa

Ziadny rozdiel medzi
o8etrenymi a kontrolnymi
L1111 : kultirami (pozri obrazok S5
/\'- GSC827 pre protokol a vysledky

i1 = 3SC923 farbenia Annexinom V).

- -
-t N
1 1

ATreated / AControl

c o =
© © o
A !

. i . V bunkéach GSC827 a
0.0 0.5 1.0 1.5 GSC923 je zjavna

Radial Distance (cm) pumpovacia aktivita po
oSetreni len mierne znizena
Obrazok 3. Vysledky pre erpacie aktivity. A. Prikladové snimky z oblasti
blizko stredu kontrolnej misky GSC827 (mierka = 0,25 mm). VSetky g vyhodnotenie  vplyvu
snimky suU zobrazené s plochym, normalizovanym zvySenim jasu o EMP
0,15 na ulahenie vizualizacie. VSimnite si, Ze pokles intenzity .
segmentovaného px, A, je ovela vagsi pre CellTracker ako pre Hoechst.  frekvenciou 200 kHz na
B. Pomer nameraného poklesu intenzity CellTrackera za 2 hodiny, A, pre  aktivitu  Cerpadiel sa v
oSetrené a kontrolné podmienky vGSC827 a GSC923. N = 12, 18 pre  kultirach GSC827 a GSC-
GSC827 a GSC923. Er- ror bars = 90 % intervaly spolahlivosti z 923 skumal &asovy priebeh
bootstrapovanych parovych rozdielov s 1000 opakovanymi intenzity farbenia

vorkovaniami. CellTracker a  Hoechst.
CellTracker je  Cerpany
transportérmi ABCC1/ABCG2
a slabo transportérom
ABCB1 [33]. Hoechst je
pumpovany  ABCG2 a
ABCB1 [33].

indukovaného

GSC827 a GSC923 predstavuju reakciu len
zivych buniek, pretoze CellTracker sa zachytava
len  Zivymi  bunkami. Pri  niektorych
experimentoch s bunkami U87 a U118 sa

s vynimkou GSC827, ktory nevykazoval Ziadnu
zmenu v hustote segmentovanych px pri
merani pomocou farbenia Hoechstom. Tieto
vysledky su uvedené v dodatku (obrazok

S3) dodatocné farbenie uskutocnilo

= propidiumjodidom (PI), farbivom, ktoré prepusta

Vsimnite si, Ze vysledky pre astrocyty, bunky len mitve bunky. Vo vsetkych takychto
experimentoch,
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Znizenie intenzity px po 2 hodinach sa
hodnotilo pre kultury GSC827 a GSC923 s
pouzitim px v popredi pre kazdé meranie, ako
je uvedené na obrazku 2, ako masky. Vo
v8etkych kultivacnych miskach sa
pozorovalo velké zniZenie intenzity (= 75 %,
~0,15 a.j.) pre CellTracker, ale malé alebo
Ziadne znizenie sa pozorovalo pre

Hoechst (< 5 %,< 0,01 a.u.) v celej miske. Na

stranke
Oblast prikladu je zndzornena na obrazku 3A.
Rozdiel

ferencia intenzity CellTrackera po 2 hodinach,
A, bola vypocitana pre kazdu misku na zaklade
jednotlivych pasiem. Tieto hodnoty A sa
potom porovnali

579
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medzi oSetrenymi a kontrolnymi miskami
ako pomer: AOSetrené/AKontrola. Vysledky
su uvedené na obrazku 3B. V pripade oboch
bunkovych linii bola zjavna pumpovacia
aktivita CellTrackera v oSetrenych miskach
len mierne znizena pri strednych amplitidach
EF (> 2 Vicm). ZniZenie intenzity pre
Hoechst bolo prili§ malé na to, aby sa dalo
vyznamne porovnat rovnakym spdsobom
bez vylu€enia odlahlych hodnét. Analogické
vysledky pre Hoechst su uvedené na
obrazku S6; nebol pozorovany ziadny rozdiel
v zjavnej aktivite Cerpania.

Transkriptomické rozdiely medzi liniami
ludskych glidmovych kmeriovych buniek
GSC827 a GSC923 su vacsie ako ucinky
liecby

Analyzy sa vykonali na bunkach odobratych

z 3 oblasti v kazdej kultivacnej miske: (1) blizko
stredu, (2) medzi stredom a okrajom a (3)
blizko okraja. Tieto oblasti su oznacené ako
oSetreny stred (TC), oSetreny stred (TM) a
oSetrené okolie (TS), v uvedenom poradi (pozri
Metddy, obrazok 4A). V celom texte sa tieto
oblasti oznacCuju ako "oblasti amplitudy EF".
Priemerna amplitida EF ( E ) v |kaZdej
oblasti je 0,85, 3,61 a 6,58 V/cm (obrazok
4A). Porovnavali sa dvojice regiénov (napr.
TS vs. TC), pricom sa vytvorili rézne parové
kontrasty. Na porovnanie s kontrolnymi
miskami sa pouzilo identické rozdelenie
oblasti misiek, oznacené ako kon- trolny
stred (CC), kontrolny stred (CM), resp. kon-
trolné okolie (CS).

Analyza hlavnych komponentov (PCA) bez

dohladu ukazuje, ze vzorky z tychto dvoch
bunkovych linii sa premietajui do dvoch

oddelenych skupin a Ze ucinky lie€by, ktoré

su zosuladené s bunkovymi liniami, su

ovela mensSie ako vnutorné rozdiely medzi

bunkovymi liniami (obrazok 4B-D).

Nekontrolovand PCA indikuje, Ze TS je jasne
oddelena od TC a TM, ale globalny rozdiel
medzi TC a TM v oboch bunkovych liniach je

maly (obr. 4C, 4D). Vysledky z GSEA su

zhrnuté na obrazku 4E; ucinky na subory

génov osobitného zaujmu, ako su tie, ktoré
suvisia s reg- ulaciou bunkového cyklu, su
oznacené.

VSimnite si, ze pri vSetkych porovnaniach je
podiel spoloCne  regulovanych alebo
redukovanych DEG medzi GSC827 a GSC923
maly a pohybuje sa v rozmedzi 2,1 - 4,3 %

580

identifikovanych génov (obrézok S7A). V
sulade s tymito zisteniami je nadmerna
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lap obohatenych suborov génov v kon- traste
TS vs. TC z databaz MSigDB C2 a C5 je
slaby, pohybuje sa v rozmedzi 2,1-7,6 %
(obrazok S7B). Tieto zistenia naznacuju, ze
tieto dve bunkové linie maju globalne odliSné
profily génovej expresie a su
transkriptomicky odliSnymi entitami, hoci obe
su  glidmovymi kmefiovymi bunkovymi
liniami odvodenymi od pacientov s GBM.

Transkriptomické rozdiely medzi kontrolnymi
kultarami a stredom misky v oSetrenych
kultarach su vécsie ako ucinky oSetrenia

Bunky boli kultivované aj v kontrolnych
miskach umiestnenych v tom istom
inkubatore, ale daleko od cievky, aby sa
zabranilo vystaveniu EMP. Tieto misky sluzia
ako oddelena kontrola (od TC) na
vyhodnotenie akychkolvek potencialnych
matucich ucinkov, ako je zniZzena regulacia
osmolarity - U¢inok, ktory sme kvantifikovali

v naSej predchadzajucej publikacii [31].
PCA bez dohladu naznacuje, ze profily
expresie génov vo vSetkych troch oblastiach
kontrolnych misiek (CC, CM, CS) pre
GSC827 a GSC923 sa prekryvaju, ale su
vyrazne oddelené od TC (obr. S8A-D).
Priemerna amplitida EF voblasti TC je 0,85
V/cm (obrazky 1A, 4A), ¢o by nemala byt
dostato¢na amplitida EF na vyvolanie
podstatnych uc€inkov na expresiu génov ani
na rast buniek. Prekvapivo je teda rozdiel v
expresii génov medzi kontrolnymi miskami
(CC, CM, CS) a TC kvalitativne vacsi ako
rozdiel medzi oblastami v oSetrenych
miskach (TC vs. TM, TC vs. TS). Tento
rozdiel naznaluje, Ze ucinok EMP 200 kHz
na expresiu génov ako taky bol menSi ako
potencialny vplyv osmolarity, striedavého
magnetického pola alebo inych experi-
mentalnych rozdielov. Napriek tomu sme sa
rozhodli pouzit TC ako referenciu vo
v3etkych dalSich Statistickych porovnaniach
na meranie u€inkov lieCby v tejto Studii, €im
sme sa vyhli tymto potencialnym zmatkom
medzi jednotlivymi miskami pri analyzach
RNA-Seq. Pre Uplnost uvadzame aj
analyzy s pouzitim kontrolnej misky ako
referencie (t.j. TS vs. CS, TMvs. CM a TC vs.
CC); tieto zistenia sa do velkej miery
prekryvali so zisteniami s pouzitim TC ako

referencie (obrazok S9).

LieCba transformovala bunky GSC827 a
GSC923 z mezenchymaélnych na proneu- ralne
obohatené znaky

581

Analyza obohatenia génovych suborov
(GSEA) zistila, ze lieCba transformovanymi
GSC827 a
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Obrazok 4. Experimentalny dizajn RNA-Seq a funkcie na vysokej Urovni ovplyvnené réznymi oblastami amplitidy EF
pre dve linie glidmovych kmerovych buniek, GSC827 a GSC923. A. Schéma liecby a usporiadanie misiek. OSetrena
miska je rozdelena na tri diskrétne oblasti: TC, TM a TS. Priemerna amplitida EF v kazdej oblasti je
znazornena vpravo. B. Analyza hlavnych komponentov (PCA) vSetkych vzoriek pre GSC827 a GSC923 bez
dohladu, pricom sa spajaju oSetrené (TC, TM, TS) a kontrolné oblasti (CC, CM, CS). Elipsy zvyrazfnuju oddelenie
medzi bunkovymi liniami. C, DNekontrolovanad PCA GSC827 a GSC923 oddelenych podla oblasti oSetrenych misiek.

E. Funkéné zhrnutie analyzy obohatenia suborugénov pre kontrasty TS vs. TC, TS vs. TM a TM vs. TC v oboch
bunkovych liniach.

bunky GSC923 sa zmenili z buniek bunky obohatené o proneuralne znaky
obohatenych o mezenchymalne znaky na
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(obrazok 5A, 5B). Uginky boli signifikantné v
kontraste TSvs. TCa TS vs. TM,
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Obrazok 5. LieCba zmenila mezenchymové (MES) znaky na proneuralne (PN) znaky v oboch bunkovych liniach a zvysila bunkovu
radikaly v oboch bunkovych liniach. A. Analyza obohatenia znakov MES a znakov PN. Zelena Ciara oznacuje miesta, kde hodnoty
znamienko. Cervena Ciara oznacCuje miesto, kde sa zacina subor veduceho okraja. Obrazkovy pruh pod nim oznacuje zoradenu Ui
Urovne expresie pre vybrané gény v signature podtypu GBM v GSC827. C. Vzor expresie suborov génov suvisiacich s nadormi m
skére obohatenia (ES) suborov génov suvisiacich s bunkovou odpovedou na kyslikové radikaly.
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ale nie v kontraste TM vs. TC (obrazok 5C).

V kazdej bunkovej linii bolo priblizne Styridsat’

proneuralnych a mezenchymalnych
signaturnych génov, ktoré vyznamne suviseli s
oblastami amplitudy EF (obréazok S10A-C), ale

tieto gény sa medzi oboma bunkovymi liniami

slabo prekryvali; len 8 génov bolo

spolo¢nych pre obe bunkové linie (obrazok
S10B). BCAN, proneuralny podpisovy gén,

bol pozitivne korelovany s oblastami
amplitidy EF v oboch bunkovych liniach
(obrazky 5B, S10D). ITAG5, prognosticky
mezenchymalny signifikantny gén, bol

negativne korelovany s oblastami intenzity EF
v oboch bunkovych liniach (obrazky 5B,

S10D). PDPN a PLAUR, ktoré indukuju

expresiu  mezenchymalnych génov a

podporuju epitelialno-mezenchymailny
prechod, boli regulované smerom nadol len v

oblasti TS (obrazky 5B, S10D). LieCba tiez
zmenila vzor expresie z podpisu obohateného
o GBM na podpisy anaplastického
oligodendrogliomu (AO) a pilocytarneho
astrocytomu (PA) v GSC827 (obrazok 5C). V

pripade GSC923 boli odhalené zmeny v

rovhakom smere, ale neboli vyznamné

(obrazok 5C).

Lie¢ba zvySila expresiu génov suvisiacich s
bunkovou odpovedou na kyslikové radikaly v
bunkach GSC827 a GSC923

LieCba zvysila bunkovu odpoved na oxidacny
stres v oboch bunkovych liniach. Pat
génovych suborov suvisiacich s bunkovou
odpovedou na Kkyslikové Ziarenie bolo v
pripade kontrastov TMvs. TCa TS vs. TM v
GSC827 vyznamne zvySenych (obr. 5D, SE).
V GSC923 boli niektoré, ale nie vSetky
rovnaké subory génov vyznamne posilnené v
kontrastoch TM vs. TC a TS vs. TC (obrazok
5D). Tento ucinok bol vyraznejSi v GSC827 ako
v GSC923 (obr. 5D, 5E), ¢o poukazuje na
réznu reakciu na lieCbu v jednotlivych
bunkovych liniach.

LieCba zvysila expresiu génov suvisiacich s
kontrolou a regulaciou bunkového cyklu v
bunkéach GSC827

Z na8ej analyzy siete GBM vyplynuli dve
koreSpondujuce siete. Pre GSC827: GFAP,
SOX2, TERT, MDM2, ATP1B2 a PROM1 boli
pozitivne korelované, zatial o CD44, CDK4,
CCND1, TP53, MTOR a CLPTM1L boli
negativne korelované s oblastami amplitudy
EF (obrazok 6A). V pripade GSC923 boli

575

pozitivnhe korelované gény v prislusnej sieti
EFNB3, PDGFRA, IDH1, NOTCH1, FGF2, GFAP,
ATP1B2, zatial ¢o negativne korelované gény
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boli CXCR4, CCND1, EPHA2, CLPTM1L (obrézok
S10E). Pozitivne korelované gény pre obe
bunkové linie boli GFAP a ATP1B2 a negativne
korelované gény boli CCND1 a CLPTM1L.
GFAP je marker astrocytov a ATP1B2 je
membranovy protein  zodpovedny za
vytvorenie a udrziavanie elektrochemickych
gradientov i6nov M a X cez membranu.
CCND1 je regulacnou jednotkou CDK4 alebo
CDKE6 a je potrebna na prechod bunkového
cyklu G1/S. CLPTM1L je transmembranovy
pro- tein, ktory sa spaja so zlou prognézou, je
nadmerne  exprimovany v seroznej
adenokarcinome vaje¢nikov a udeluje
rezistenciu  voli  chemoterapeutickému
zabijaniu [34].

Nasa GSEA identifikovala aj sedemnast
suborov geénov suvisiacich s regulaciou
bunkového cyklu, ktoré boli vyznamne
obohatené v GSC827 pri porovnani TM a
TC (obr. 6B-E). Uplny zoznam tychto
suborov génov je podrobne uvedeny v
tabulke S1. Prekvapivo, vacSina tychto
génovych suborov bola bud znizena, alebo
zvySena, ale nedosahovala vyznamnu
uroven v ostatnych dvoch kontrastoch (TS
vs. TM alebo TS vs. TC) v ramci tej istej
bunkovej linie (obrazok 6B), ¢o naznacuje
réznorodé ucinky v réznych amplitidach EF.
V GSC923 nebola vacsina tychto suborov
génov vyznamne obohatena v rovnakom
smere ako v GSC827 pre kontrast TM vs. TC
(obrazok 6B). Hladiny expresie vybranych
diferencialne exprimovanych génov (DEG)
suvisiacich s kontrolou bunkového cyklu -
CHEK1, BUB1 aBUB3 - su znazornené na
obrazku 6E. CHEK1 je ¢&lenom rodiny
Ser/Thr proteinkindz a je potrebny na
zastavenie bunkového cyklu
sprostredkované kontrolnym bodom v
reakcii na poSkodenie DNA alebo pritomnost’
replikovanej DNA. BUB1 a BUB3 kdéduju
Ser/Thr kindazy mitotického kontrolného
bodu, ktoré funguju tak, ze fosforyluju
Clenov komplexu mitotického kontrolného
bodu a aktivuji kontrolny bod vretena.
Vsetky tieto gény boli vyznamne regulované
pri porovnani TM a TC v GSC827 (obrazok
6E). Zobrazené su aj hladiny expresie
niekolkych dalSich vybranych DEG - SNF,
MCM3 a CDC23 (obrazok 6E). SNF je protein
kontrolného bodu bunkového cyklu. CDC23
ma zasadnu ulohu pri progresii bunkového
cyklu cez prechod G2/M. MCM3 sa podiela
na tvorbe replikatnych vidlic a je
gewyhnutny pre iniciaciu replikacie DNA a

progresiu bunkového cyklu. V GSC923
nebol Ziadny z tychto génov vyznamne
regulovany, €¢o opat poukazuje na réznu
odpoved na lie€bu v réznych bunkovych
liniach.
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Lie¢ba zvySila expresiu génov suvisiacich so
signalizaciou NOTCH a vyvojom mozgu v
bunkach GSC923

Vysledkom lieCby bola regulacia signalnych
drah NOTCH a BMP v GSC923 (obrazok 7A-
E). Celkovo devatnast drah alebo suborov
génov suvisiacich so signalizaciou NOTCH z
databaz MSigDB C2 a C5 bolo v GSC923
vyznamne posilnenych  vo  vSetkych
kontrastoch TSvs. TC, TSvs. TM a TM vs.
TC (obrazky 7A, 7B, S10F). Tieto ucinky boli
menej vyrazné v GSC827 a iba Styri subory
génov dosiahli hladinu vyznamnosti vo
vSetkych troch kontrastoch (obrazok S10F).
Urovne expresie vybranych regulovanych
DEG zapojenych do signalizacie NOTCH su
znazornené na obrazku 7E.

Subory génov suvisiace s diferenciaciou a
vyvojom mozgovych buniek, ako je tvorba
astrocytov a oligo- dendrocytov, boli tiez
posilnené lieCbou GSC923 (obrazky 7C, 7D,
S11A, S11B). VSimnite si, Ze gény zapojené do
signalizacie NOTCH, ako napriklad NOTCH1 a
HES1/5, su v zozname génov na okraji funkcii
diferenciacie mozgovych buniek.
Transkripéné faktory SOX1/6/9, ktoré tiez
prispievaju k vyvoju mozgu, boli v GSC923
regulované vo  vSetkych  kontrastoch
(obrazok S11B). Pribuzné gény, ako su
OLIG1, GFAP, SOX2 a NKX2-2, boli pozitivne
korelované s oblastou amplitidy EF v
GSC923 (obrazok S11A). V GSC923 boli
obohatené aj gény suvisiace s bunkovou
adhéziou, bunkovym spojenim a synapsiou,
ustanovenim bunkovej polarity, predizenim
axénu a axonogenézou, aktivitami neurénov

a funkciami vyvoja mozgu (obrazky 4E, 7D).
Dva neuronalne markerové gény, MAPT -
podielajuci sa na vytvarani a udrzZiavani
neuronalnej polarity - a MAP2 - nevyhnutny
pre neurogenézu - boli pozitivne korelované s
oblastou amplitidy EF (obrézok S11A).
Daldie gény slvisiace s neuronélinou
aktivitou, ako napriklad DCLK1, NLGNS,
DISCH1, EPHB1,

SLIT2 a NTRK2 boli tiez regulované v
GSC923 (obrazok S11A).

Iné cesty a globalne funkcie ovplyvnené
lie¢bou

Celkovo sa pri liecbe EMP s frekvenciou 200
kHz zvysila expresia génov suvisiacich s
bunkovou polaritou, synapsiou,
577

axonogenézou, neuronalnymi aktivitami a
vyvojom mozgu a znizila sa expresia génov
suvisiacich s funkciami ribozému a aktivitami
RNA,
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translacia, abnormalna glykozylacia a mezo- pretavila do réznych klinickych aplikacii.

enchymové znaky (obrazok 4E). Pri
pohlade na SpecifickejSie drahy (obrazok 7B)
sa v oboch bunkovych liniach do urcitej miery
posilnila signalna draha NOTCH, signalna
draha BMP, signalna draha PI3K a signalna
draha FOXO. Signalna draha PDGFRAdrahy
MAPK a TRK a nekanonické drahy WNT boli
posilnené v GSC923, ale nie v GSC827
(obrazok 7B). Signalizacia JNK NFKB bola
zvySena v (GSC827, ale nie v GSC923
(obrazok 7B). Drahy, ktoré boli v oboch
bunkovych liniach znizené, zahffiaju drahu
TNF, drahu inte- gin3, drahu SHH, drahu
smrti a drahu IL1R (obrazok 7B). Drdha MYC
(obrazok 7F), signalizacia EGFR, draha
MTOR a draha VEGFR1/2 boli downregu-
lované v kontraste TS vs. TC a TS vs. TM, ale
nie v kontraste TM vs. TC (obrazok 7B).
Hladiny expresie vybranych DEG zapojenych
do tychto drah - PDGFRA EGFR, MTOR, TERT,
SHH, PIK3R1, FGF2, EPHA2, CXCR4, CD44 a
IDH1 - sU zndzornené na obrazkoch S12A, S12B.

Zistilo sa, ze niektoré dalSie zaujimavé gény
maju rozdielnu expresiu. Hlavny veduci gén
H19, €o je dlha nekddujuca RNA, ktora
funguje ako nadorovy supresor [35], bol v
stave TS pre GSC827 zvySeny (obrazok
S120). Na+K+2C- fransportér, NKCC1
(kddovany SLC12A2) bol upregulovany v
kontraste TM vs. TC a TS vs. TC v GSC827,
ale nie v GSC923. NKCC1 reguluje objem
buniek; NKCC1 je hojne exprimovany v
gliomoch vysSieho stupnia a predpoklada sa,
7e jeho nadmerna expresia poskytuje
rezistenciu voci apoptéze vyvolanej TMZ
[36].

Suhrnne mozno povedat, Ze hoci sa zistilo
zvySenie alebo znizenie regulacie viacerych
skupin génov, ¢o mdze podporovat urcity
mechanizmus (mechanizmy) ucinku, u€inky
neboli vZzdy konzistentné v rdznych
bunkovych liniach ani v  rbéznych
kontrastoch (t. j. amplituidach EF).

Diskusia

V poslednych 15 rokoch sa €oraz viac prac
zaobera tym, ze TTFpole (100-300 kHz, 1-3
V/cm) ma antiproliferaény ucinok, ktory
inhibuje rychlost rastu ludskych a hlodav€ich
nadorovych bunkovych linii [4-7, 19]. Zistilo
sa, ze tento inhibiCny ucinok je zavisly od
frekvencie a zvySuje sa s amplitidou EF.
Spolo¢nost Novocure Ltd. tieto vysledky
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Obrazok 7. Gény suvisiace so signalizaciou NOTCH, aktivitou neurénov a vyvojom mozgu boli podporené lieCbou
GSC923. A. Analyza obohatenia suborov génov signalizacie NOTCH v kontraste TS a TC v GSC923. Zelena Ciara
oznaduje miesta, kde hodnoty korelacie expresie menia znamienko. Cervena ¢&iara oznaduje miesto, kde zadina
subor s veducim okrajom. Obrazkovy pruh pod nim oznacuje zoradenu Uroveh expresie génov. B. Drahy
vyznamne ovplyvnené lieCbou v oboch bunkovych liniach. C. Expresny vzorec suborov génov suvisiacich s
diferenciaciou a vyvojom mozgovych buniek. D. Expresny vzorec suborov génov suvisiacich s cinnostou
neurénov a vyvojom mozgu. E. Urovne expresie vybranych génov v suboroch génov signalizacie NOTCH v
GSC923. F. Skore obohatenia (ES) pre subory génov suvisiace so signalnou drahou MYC.

v prvom rade pri lieCbe GBM. Napriek tomu,
Ze FDA schvalila TTFields v kombinacii s
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s TMZ na lieCbu novodiagnostikovanych
GBM, prijatie medzi neuroonkolo-
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gistov zostava nizka [19], Co je mozno
spbsobené  nedostatoénym  pochopenim
mechanizmu(ov) uc€inku TTFields. V tejto
praci sme vykonali S&tudiu striedavého
dodavania EF prostrednictvom
elektromagnetickej indukcie v nadeji, Ze
objasnime ucinky EF/EMF in vitro v tomto
frekvenénom a amplittdovom rezime a
zarovel zmiernime mozné tepelné zmatky
endemické pre predchadzajuce metédy
dodavania EF. Dbalo sa na odstranenie
tepelnych a osmolarnych artefaktov.

Skumali sa ucinky 72 hodin

nepreruSovaného 200 kHz EMP s

amplitidami EF v rozsahu 0-6,5 V/cm na

bunkové kultary primarnych potkanich

astrocytov a bunkové linie fudskych gliémov:

U118, U87, GSCB827, GSC923. Dodlezité je,
ze

U87 a U118 boli pouzité aj v klucovych

predklinickych Stadiach, ktoré poskytli prvé

dbkazy o uc&innosti TTFields. V pripade

bunkovej linie U87, ktord skumali Kirson et
al [4], sme nezistili ziadny antiproliferacny

ucinok (obrazok 2E). Prekvapivo sme zistili,

ze zdanlivda denzita buniek sa v ramci

oSetrenych kultar U87 zvySila az o 30 %

smerom k vy$§im amplitidam EF na periférii

misky (> 4 V/cm). V pripade bunkovej linie
U118, ktoru tiez pouzili Kirson a kol.

zistil maly alebo ziadny vplyv na rast buniek

(£ 5%).

Tieto vysledky su v rozpore s predtym
publikovanymi

a nepotvrdzuju tvrdenie, ze 200 kHz EF
vykazuje jednorazovu ucinnost pri znizovani
rychlosti rastu tychto bunkovych linii.

Cim mozno vysvetlit tieto protichodné
vysledky? Hoci by dany EF mal mat rovnaky
biofyzikalny ucinok (ucinky) bez ohladu na
to, Ci je vytvoreny kapacitne (t. j. Casovo
premenlivym prerozdelenim naboja) alebo
indukéne (t. j, <¢asovo premenlivym
magnetickym polom), medzi nasou metdédou
a metdédou dodavania EF Inovitro™ su dva
hlavné mechanické rozdiely: (1) v systéme
Inovitro™ dochadza k striedavej stimulacii
medzi dvojicami ortogonalne umiestnenych
elektréd a (2) EMF v naSom systéme
sprevadza vertikalne orientované,
rovnomerné, striedavé magnetické pole s
intenzitou priblizne 0,6 militesla.

Samotné tieto rozdiely v§ak pravdepodobne
nestaia na vysvetlenie rozdielov v experi-
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mentalnych vysledkoch. Podla Kirsona a kol.
[5] striedanie orientacie EF medzi dvoma
parmi  ortogonalnych elekiréd  zvySuje
antiproliferacny uc¢inok TTFields len o 20 %, ¢o
je menej ako tu zistené rozdiely: Kirson a kol.
[4] uvadzaju inhibiciu rychlosti rastu az do 50
% v U87, zatial o my sme
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hlasia zvySenie rastu az o 30 %. Okrem
toho tieto predchadzajuce Studie uvadzali
zvySenu ucinnost’ pri vysSich amplitidach
EF. VySSie amplittdy a nepretrzita
prevadzka, ktoré sa tu dosiahli, by teda
teoreticky mali  do  urcCitej miery
kompenzovat akukolvek stratu uc€innosti
spbsobenu pouzitim jednej orientacie
striedavého pola. Pokial ide o magnetické
pole, nepredpoklada sa, Ze by takéto pole
malo priamy vplyv na bunky, pretoze (1)
bunky maju diamagneticki susceptibilitu
takmer totoznu s vodou a (2) amplitida
magnetického pofa 0,6 militesla je radovo
mensia ako amplitudy, ktoré preukazali
biologické ucinky [37]. Okrem toho sa
predpoklada, Ze magnetické pole v cievke
je priestorovo takmer rovnomerné, takze
akykolvek ucinok magnetického pola by bol
rovhomerny v celej miske, a preto by
nebolo mozné vysvetlit pozorované ucinky,
ktoré sa liSia v radialnom smere.

Dalsie  priginy rozdielov v  experi-
mentalnych vysledkoch mézu vyplyvat z
priameho kontaktu medzi elektrédami a

miskou v systéme Inovitro™, ktory, ako bolo

uvedené, komplikuje tepelni a osmolarnu
regulaciu a vyzaduje si preruSovanu
prevadzku systému v chladenom prostredi
[30]. Kritické je, ze odparovanie média je
pravdepodobne urychlené ohrevom a
chladenym prostredim. Spolo¢nost
Novocure Ltd. odporuc¢a, aby pouzivatelia
systému Inovitro™ kompenzovali toto
odparovanie vymenou médii kazdych 24
hodin [30], ¢o mbze spbsobit osmolarny
Sok pre kultury. Samotny osmolarny sok
alebo stres by mohol viest k inhibicii rastu a
apoptéze [38]. K ur€itému antiproliferacnému
ucinku mdézu prispiet aj oscilatné zmeny
teploty spbsobené prerusovanou
prevadzkou zariadenia. Nas systém tieto
problémy u€inne zmierfiuje, aj ked v
porovnani s kontrolnym systémom zostavaju
urcité teplotné odchylky v ramci misiek (< 1
°C) a urcité dodatocné zvysenie osmolarity v
priebehu 72 hodin (= 10 %, pozri obrazky 4
a 5 v ref. [31]).

Predli sme k dalsim vysledkom a zistili
sme, ze v pripade ludskych kmefovych
bunkovych linii GBM GSC827 a GSC923
sa pri amplitudach EF vysSich ako 4 V/cm

znizila zdanliva hustota buniek v oSetrenych
miskach az o 10-20 %. V pripade
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primarnych potkanich astrocytov nebol
pozorovany ziadny vplyv na rast buniek.
Tieto vysledky dopifiaju vysledky U87 a U118
tym, Ze poskytuju analogické zistenia pre
normalne bunky centralneho nervového
systému
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(astrocyty) a pre dobre overené linie
kmenovych buniek, ktoré lepsie
napodobriuju spravanie GBM in vivo [32].

Hodnotili sme aj jeden 2z moznych
mechanizmov U¢inku TTFields, ktory zahffia
zdsah do rezistencie GBM buniek voci
viacerym liekom, €o je vlastnost’ Ciastocne
dana ABC transportérmi. V pripade buniek
GSC827 a GSC923 sa nepriamo skumala
aktivita Cerpania ABCG2 a ABCB1
prostrednictvom vyplavovania CellTrackera
a Hoechstu pocas 2 hodin. Zistili sme, ze v
oSetrenych bunkovych kultirach GSC827 a
GSC923 doslo k malému znizeniu zjavného
efluxu CellTrackera a Hoechstu (obrazok
3B), hoci okrajovo vyznamné vysledky
pozorované pri vys8ich amplitidach EF si
mdbzu vyzadovat dalSie skumanie.

Prezentované vysledky jednoznacne
naznacuju, Ze rbzne bunky z rdznych
zdrojov mdzu reagovat na EMP/EF s
frekvenciou 200 kHz rbéznym, dokonca
opacnym spbsobom, pokial ide o rast
buniek. V nasSej predchadzajucej studii [31]
sme skumali fudské bunky Stitnej Zfazy a
pozorovali sme mierne zniZenie hustoty
buniek (< 10 %) pri nizkych amplitidach EF (< 4
V/cm) a vacSie znizenie hustoty buniek az o
25 % pri vy$Sich amplitudach (4 - 6,5 V/cm),
€o predstavuje dalsi priklad bunkovej linie s
odliSnym profilom reakcie. Nie sme prvi, ktori
uvadzaju takéto rozdielne zistenia medzi
bunkovymi liniami. Podobné vysledky
prezentovali Neuhaus et al. [16], kde sa
zistilo, ze TTFields znizuju pocet buniek
T98G, ale maju opacny uc€inok na bunky
U251, pricom ich pocet zvySuju (pozri obrazok
9 v ref. [16]). NaSe vysledky tiez naznaduju, ze
amplitudy EF, ktoré sa predtym povazovali za
ucinné in vitro (1 - 3 V/cm), nemusia byt
dostato¢né na vyvolanie antiproliferacnych
UCinkov  pri  kontrole termalnych a
osmolarnych zmien. Pozitivna a negativna
miera rastu pozorovana pri vySSich
amplitudach EF (> 4 V/cm) v rbéznych
bunkovych liniach si zasluZi dalSie Studium.

Na dalSie preskumanie mozného
mechanizmu (mechanizmov) U&inku sa
vykonali analyzy RNA-Seq na kultdrach
buniek GSC827 a GSC923. Zistili sme, ze pri
oSetreni EMP indukovanym frekvenciou 200
kHz sa zvySila alebo zniZila regulacia
niekolkych suborov génov, ktoré nas
zaujimaju. NaSe vysledky naznaduju, ze
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lieCba vo velkej miere modifikovala
charakteristiky oboch bunkovych linii z
mezenchymovych (MES)  obohatenych

vlastnosti na proneuralne (PN) obohatené
vlastnosti (obr. 5A, 5B). U mySi maju gliomové
kmenové bunky MES vy8Siu  mieru
proliferacie
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a su odolnejSie voCi ozarovaniu ako
gliomové kmenové bunky PN [39]; zistilo sa,
Ze u mysi, ktorym boli aplikované bunky
MES, sa nadory mozgu vyvijali ovela
rychlejSie. Spomedzi Styroch podtypov
molekul GBM je podtyp MES
najagresivnejSi a silne spojeny so zlou
prognoézou v porovnani s podtypom PN [40].
Prechod z podtypu PN na podtyp MES sa
mdbze vyvinut u pacientov po ozarovani
alebo chemoterapii a nador je c¢asto
odolnejsi voci liecbe [41]. Preto je prechod z
podtypu MES na podtyp PN pozorovany v
nasej Studii jednym z  moznych
mechanizmov ucinku pre uvadzanu klinicku
ucinnost TTFields nezavisle od priameho
znizenia rastu buniek. Dal$im uginkom
zistenym v oboch bunkovych liniach, ale
vyznamne len v GSC827, bola zvySena
expresia génov suvisiacich s bunkovou
odpovedou na kyslikové radikaly. Hoci je
zname, ze reaktivne kyslikové formy sa
podielaji na pro- a protitumordznej
signalizacii [42, 43], v sucasnosti nie je
jasné, ako a Ci vbbec to suvisi s ucinkami
TTFields v klinike.

Iné ucinky na expresiu génov sa zistili len v
jednej bunkovej linii alebo len pri niektorych
amplitudach EF. Zistili sme, Ze gény suvisiace
s kontrolou a regulaciou bunkového cyklu
boli regulované v bunkach GSC827, ale nie
v bunkach GSC923 (obrazok 6). Okrem
toho bol tento ucinok pritomny len pri
strednych amplitud EF (TM, E = 3,61 V/cm)
a mizne pri vy8Sich amplitudach EF (TS, E
= 6,58 V/cm) v bunkovej linii GSC827.
Uginky na mitoticky proces a bunkovy
cyklus su sfubnymi kandidatmi na mozné
mechanizmus(y) UCinku  TTFields a
pdvodne boli ako také navrhnuté [4, 5].
Preto je prekvapujuce, ze naSe analyzy
RNA-Seq nezistili konzistentni modulaciu
expresie génov suvisiacich s regulaciou
bunkového cyklu v rbéznych bunkovych
liniach, ani v roéznych amplitidach EF.
Zistilo sa, Ze subory génov suvisiace so
signaturami anaplastického oligodendrogli-
ma a pilocytarneho astrocytému - €o su
nadory nizSieho stupfia v porovnani s GBM
- boli regulované v GSC827, ale nie vyznamne
v GSC923 (obrazok 5C).

Zistilo sa, Ze gény suvisiace so
signalizaciou NOTCH a vyvojom
mozgovych buniek su regulované v
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GSC923, ale nie v rovnakej miere v GSC827
(obrazok 7). Signalizacia NOTCH je zakladom
pre udrziavanie neurdlnych kmerovych
buniek a pre regulaciu Specifikacie osudu
buniek, proliferacie
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a apoptézu [44, 45]. Bolozistené, ze cesta
NOTCH ma klucovu tlohu v skorych Stadiach
neurogenézy a zohrava ulohu pri potlacani
nadorov [45-48]. Najmd NOTCH1 je
nevyhnutna pre for- méaciu neurénov a glie a
ulahCuje zaciatok neurogenézy tym, Ze
poniuka signal diferenciacie astroglie
nezavisle od ciliarneho neurotrofického
faktora [46, 48]. V sulade s tymito spravami
naSa GSEA odhalila v GSC923 silné
obohatené podpisy signalizacie NOTCH aj
neurogliového vyvinu, ktoré sa prejavuju ako
diferenciacia astrocytovych a oligoden-
drocytovych buniek a vyvin mozgu (obr. 7). V
podskupine pacientov s GBM sa vysoka
expresia Specifickych cielovych génov
NOTCH spaja s lepSou prog- nosou. Na
mySom modeli glidmu nadmerna expresia
NOTCH2 inhibovala tvorbu gliomu [49].
Nedavny CRISPR skrining identifikoval NOTCH1
ako tumor supresor v GBM [50]. Vzhladom
na uvedené zistenia mbéze zvySena
signalizacia NOTCH predstavovat novu
cestu uCinku EF, ktord& by mohla byt
prospeSna pre pacientov tym, ze obnovi
kapacitu buniek prostrednictvom diferenciacie.
Aj v tomto pripade bol tento uc¢inok vyraznejsi u
GSC923 ako u GSC827.

Suhrnne sme ukazali, ze vplyv TTF (Tumor
Treating Fields) méze mat velmi réznorodé
ucinky na expresiu génov v rdéznych liniach
kmerniovych buniek GBM, konkrétne GSC827
a GSC923. Medzi liniami kmeriovych buniek
glioblastomu boli rozdiely, pokial ide o to,
ktoré molekularne drahy boli ovplyvnené, a
absencia jasnej odpovede na davku. Avsak
v8eobecna absencia vyznamnej inhibicie
proliferacie buniek aj pri vysokej expozicii
TTF naznaCuje, ze hoci dochadza k
zmenam v expresii génov, tieto vyznamne
nemenia spravanie nadorovych buniek v
nasich in vitro kultirach. Samozrejme, je
zradné Specifikovat, aky terapeuticky alebo
klinicky vplyv by mala tato "lie¢ba", akosi
extrapolovat na8e vysledky in vifro na
systémoch tkanivovych kultir na Kklinické
vysledky. Na zaklade naSich zisteni sa da
predpokladat, Zze predtym navrhované
biofyzikalne mechanizmy u¢inku TTF, ako je
zasahovanie do polymerizacie tubulinu alebo
blokovanie tvorby dvoch dcérskych buniek,
suU neudrzatelné.

Zavery

Odpoved na lie¢bu frekvenciou 200 kHz
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indukované EMP, pokial ide o rast buniek a viac
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sa zistilo, ze pri dokladnej kontrole teploty a
osmolarity je expresia génov velmi variabilna
a Specifickd pre bunkovu liniu aj pre
amplituidu EF. Nezistili sme, zZe by bol rast
buniek vyznamne inhibovany v reZime
amplittdy EF 1 - 3 V/cm u vSetkych
bunkovych linii GBM, ¢o je v rozpore s
klu€ovymi predchadzajucimi zisteniami. Pri
vy§Sich amplitidach EF bunky U87
skutoCne reagovali na lieCbu zvySenym
rastom buniek. Nembzeme vSak vylucit, ze
ucinky, ktoré nemaju za nasledok
pozorovatefné zniZzenie rastu buniek, by
mohli byt spbsobené takymito EMF.
Uvadzame predbezné analyzy RNA-Seq na
liniach fudskych glidmovych kmeriovych
buniek, ktoré odhaluju niektoré ucinky v
tomto smere. Napriklad v liniach kmefovych
buniek GBM GSC827 a GSC923 sa
pozoroval prechod od mezenchymalnych
buniek k proneuralnym. Celkovo réznorodé
reakcie na lieCbu naznaluju, Ze je potrebné
zdvojnasobit naSe Usilie o pochopenie
akychkolvek moznych ucinkov striedavych
elektrickych poli na tkane a bunky v tomto
frekvenénom rezime a zacCat posudzovat
takéto ucinky na zaklade jednotlivych
bunkovych linii a v inych biologickych a
klinickych kontextoch.
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U118 (GFP)

Obrazok S1. Vzorovy obrazok celej misky z kontrolnej kultury U118 (GFP). VSimnite si, ze prisluSenstvo zakryva
spodnu Cast misky a ze okraj z vyroby misky zakryva vonkajSi okraj. Vylu€enie niektorych pasov, ako je
znazornené na obrazku 2D, je odévodnené tymito vlastnostami misky.
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Obrazok S2. Kalibracia poc¢tu buniek U87 v porovnani so segmentovanymi px z expresie GFP. V samostatnych
kalibranych experimentoch sa pouzili rozne pociato€né hustoty vysevu od 1 x'%do 1 x % buniek na misku.
Bunky sa oddelili pomocou Accutase, inkubovali sa 24 h a potom sa inkubovali dalSich 72 h. Na konci 72 h sa
misky s bunkovou kulturou skenovali pomocou konfokalneho zobrazovania, ako je opisané v hlavnom texte, a
vSetky bunky sa naslednedvihli a spocitali pomocou automatického pocitadla buniek Countess™ Il FL (Thermo
Fisher). Kone¢na hustota buniek sa pohybovala od

< 100 az 1200 buniek/m2. Vykonali sa dve série kalibraénych experimentov s celkovym poctom 38 buniek a
snimok. Na spracovanie obrazkov sa pouzil rovnaky postup ako v hlavhom texte, ale s pevnymi prahovymi
hodnotami intenzity 0,06 a 0,51 (t. j. s udrZzanim px medzi prahovymi hodnotami) a bez binovania. Kombinaciou
tychto dvoch experimentov sa ziskala linearna zhoda (Cierna preruSovana ciara) medzi hustotou buniek a
prahovou hustotou px: [Hustota Px] = 3,84 x 10-4- [Hustota buniek] + 1,1 %02 R2 = (,96. Jednotlivé
prispbsobenia pre kazdu sadu experimentov su tiez zobrazené.
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Obrazok S3. Zmeny hustoty buniek merané pomocou segmentovanych hustot px ziskanych z farbenia Hochest.

Vykonala sa rovnakéa zobrazovacia pipeline, ako je opisana v hlavnom texte. VSimnite si, Ze ucinok pozorovany pre
GSC827 v hlavnom texte mizne. Pre U87 sa farbenie Hoechstom nevykonalo.

U118 (Hoechst)

Obrazok S4. Priklady ROl z farbenia Hoechstom a jodidom propidia (Pl) v oSetrenej bunkovej kulture U118.
VSimnite si riedke farbenie Pl v porovnani s farbenim Hoechst. Farbenie Pl (V13241; Thermo Fisher Scientific) sa
vykonalo po zobrazeni GFP. Na konci experimentov a 5 minut pred zobrazenim pod mikroskopom sa z misiek
odobralo 750 pyl DMEM a zmieSalo sa s 0,5 pl zasobného roztoku 1 mg/ml a pridalo sa spat do misky na
kone¢nu koncentraciu 2 x % mg/ml. Farbenie Pl sa vykonalo v N = 12, resp. 9 paroch kultur U118 a U87. Vo
vSetkych takychto pripadoch sa na$lo len malo alebo Ziadne mftve bunky a dalSie Statistické analyzy sa
nevykonavali.
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Obrazok S5. Vysledky farbenia anexinom V v bunkovych kulturach U118. Farbenie Alexa Fluor™ 594 (A13203
Invitrogen) sa vykonalo s 10 yl Annexinu V v 200 yl DMEM pocas 10 minut - pred zobrazenim sa 2x premylo

750 yl DMEM. Vykonali sa Styri experimenty. Jeden experiment bol vylu¢eny z dévodu velkého mnozstva Sumu na
okraji misky, celkovo bolo vykonanych 9 porovnavani medzi miskami. A. Hustota segmentov px sa vypocitala
pomocou rovnakého postupu spracovania obrazu, ako je opisané v hlavhom texte, s vynimkou toho, Ze
otvorenie plochy sa vykonalo pre menSiu velkost 2 px. Chybové usecky = 90 % intervaly spolahlivosti z 1000
opakovanych vzorkovani. Hodnoty hustoty px neboli pre tuto analyzu normalizované. B. Rozdiel medzi oSetrenymi
a kontrolnymi kultdrami z hladiska hrubej hustoty px. Chybové usecky = 90 % intervaly spolahlivostiz
bootstrapovanych parovych rozdielov s 1000 opakovanymi vzorkovaniami.
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Obrazok S6. Analyza Cerpania Hoechstu podla opisu v hlavhom texte. Odfahlé hodnoty s pomErRMi.
presahujucim absolutnu hodnotu 10 (vznikajuce v doésledku malych hodnét A) boli vylu¢ené pre celkové vylucenie

31/638 datovych bodov (= 5 %). V pripade oboch bunkovych linii sa nepozoroval Ziadny rozdiel v zjavnej
aktivite Cerpania.
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Obrazok S7. Dve linie glidmovych kmeriovych buniek, GSC827 a GSC923, su transkriptomicky odli§né. A. Vennove
diagramyhore/dole regulovanych génov vo vSetkych troch kontrastoch: TS vs. TC, TS vs. TM a TM vs. TC. Azurova

farba predstavuje diferencialneexprimované gény v GSC827 a ruzova farba predstavuje GSC923. B. Vennov
diagram suborov up/down regulovanych génov v GSEA s pouzitim databaz MSigDB C2 a C5.
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Obrazok S8. Rozdiely medzi oSetrenym centrom (TC) a kontrolnymi oblastami misiek (CC, CM, CS). A, C. PCA bez
dohladu GSC827. B, D. PCA GSC923 bez dohladu. VSimnite si rozdiel medzi TC a CC v oboch bunkovych liniach.

Kinase
Autophage =
ETSvsTC ETSvsCS OTMysCM OTCvs CC Bne el s reoy

[7L7 ‘ Fatty acid metabolism
i = N =gy
_— Lre o = =
e m T T T \‘?ﬁ [ Wﬁﬁmi:‘:.”;:.ﬂ‘mm. M1 177 e

GSC827

Electrical stimulus

GBM proneural signature
Brain development
Cerebral cortex

Pilocytic astrocytoma sig.
Hypoxia down

Glia cell activities
Neuron activities

GSC923 Ason
Ribo: Adhesion
ibosome it
RNA activities :DGFx,S'S"a""S
Translation poptosis.
DNA replication DNA repair
Telomere Chemotaxis
MYC signaling Golgi activities
SOX4 targets WNT signaling
Hypoxia up Nervous system

Notch signaling

Obrazok S9. Funkéné zhrnutie TS vs. TC, TS vs. CS, TM vs. CM a TC vs. CC v oboch bunkovych liniach, GSC827 a
GSC923.
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Obrazok S10. Expresia mezenchymovych a proneuralnych znakov a obohatenie génovej sady signalizacie NOTCH.
A-C. PN a MES signatura ovplyvnena amplitidou EF v GSC827 (vlavo) a GSC923 (vpravo). D. Vybrané génové
ex-presie PN a MES signatury v GSC923. E. Zodpovedajuca sietova analyza pre GSC923. Cervené uzly sa
vztahuju naregulované gény a zelené uzly sa vztahuju na regulované gény. F. Obohatena expresia  suborov génov
signalizacie NOTCH v GSC827 a GSC923.
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Tabulka S1. Subory génov bunkového cyklu ovplyvnené amplitidou EF v GSC827

Suborgénov TSvs. TC p-val TSvs.TM p-val TMvs. TC p-val
POZITIVNA_REGULACIA_ZASTAVENIA_CELKOVEHO_CYKLU 142  <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 1.1 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
EgMaéi(EUC_SPROSTREDKOVANA_DEGRADACIA_PROTEiNOV_CELULARNE -0.60 0.81 -1.24 0.21 1.68 <0.01
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Obrazok S11. Vybrané génové expresie suUvisiace s diferenciaciou mozgovych buniek, ¢innostou neurénov a
vyvojom mozgu.

A. Expresia vybranych génov, ktoré sa podielaju na €innosti neurénov a vyvoji mozgu a ktoré pozitivne koreluju s
amplitudou EF (t. j. oblasti misiek: TS >TM > TC) v GSC923. B. Kontrolované hierarchické zoskupovanie génov
zapojenych do diferenciacie mozgovych buniek v GSC923.
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Obrazok S12. Expresia vybranych
génov v oboch bunkovych liniach.
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