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Elektroporasyon İşlemi Sırasında Oluşan Hücre Ölümünde Darbe Frekansının Önemi
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ÖZ

Tersinir elektroporasyon (EP), darbeli elektrik alanlarının uygulanmasıyla hücre zarının geçirgenliğinin arttırıldığı
biyofiziksel bir yöntemdir. Kanser tedavisinde, EP tümör hücrelerinde antikanser ilaçlarının alımını arttırmak,
dolayısıyla sitotoksik etkilerini yükseltmek için kullanılır, ancak hücre ölümüne de yol açabilmektedir. Bu
çalışmanın amacı tersinir EP uygulamasında meydana gelen hücre ölümünde darbe frekansının etkisini incelemektir.
Çalışmada HepG2 karaciğer kanser hücreleri kullanıldı. Hücreler 200 Hz, 1 kHz, 5 kHz, 10 kHz ve 20 kHz
frekanslarında 70-1250 V/cm elektrik alana sahip, 100μs süreli 8 kare dalga elektrik darbesine maruz bırakıldı.
Elektrik maruziyetinden sonra hücre canlılığı MTT tahlili ile belirlendi. Çalışmamızın MTT bulgularına göre, EP’de
uygulanan darbe frekansı arttıkça HepG2 kanser hücrelerinde inhibisyon azalmaktadır. EP uygulanan HepG2
hücrelerinde en yüksek inhibisyon, 1000 V/cm elektrik alanında ve 200 Hz'lik frekansta meydana geldi. 10 kHz ve
20 kHz frekanslarında uygulanan düşük elektrik alanlar (70 V/cm, 250 V/cm) hücre canlılığında azalmaya neden
olmadı. Düşük elektrik alanlarında 1 kHz frekansına göre 5 kHz frekansından daha fazla hücre ölümü gerçekleşse de,
yüksek elektrik alanlarında 1 kHz frekansında daha yüksek oranda hücre ölümü tespit edildi. Sonuçlarımız,
elektroporasyonda düşük frekanslardaki darbelerin daha fazla hücre inhibisyonuna neden olabildiğini, bu yüzden
yüksek frekanslı darbelerin kullanımı daha uygun olabileceğini göstermektedir.
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The Importance Of Pulse Frequency in Cell Death During Electroporation Process

ABSTRACT

Reversible electroporation (EP) is a biophysical method in which the permeability of the cell membrane is enhanced
by the application of pulsed electric fields. In cancer treatment, EP is used to increase the uptake of anticancer drugs
in tumor cells, thus increasing their cytotoxic effects, but it can also lead to cell death. The aim of this study is to
examine the effect of pulse frequency on cell death in reversible EP applications. HepG2 liver cancer cells were
used in the study. The cells were exposed to 8 square wave electrical pulses of 100 μs duration with an electric field
of 70-1250 V/cm at frequencies of 200 Hz, 1kHz, 5kHz, 10kHz and 20kHz. Cell viability after electrical exposure
was determined by MTT assay. According to the MTT findings of our study, inhibition in HepG2 cancer cells
decreases as the pulse frequency applied in EP increases. The highest inhibition in EP applied HepG2 cells occurred
at 1000 V/cm electric field and 200 Hz frequency. Low electric fields (70 V/cm, 250 V/cm) applied at 10 kHz and
20kHz frequencies did not cause a decrease in cell viability. Although more cell death occurred at a frequency of 5
kHz than at a frequency of 1kHz in low electric fields, a higher rate of cell death was detected at a frequency of
1kHz in high electric fields. Our results show that low-frequency pulses in electroporation can cause more cell
inhibition, so the use of high-frequency pulses may be more appropriate.
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GİRİŞ

Elektroporasyon (EP), kısa süreli ve yüksek şiddete
elektrik darbelerinin hücre veya dokulara uygulanarak,
hücre zarında nanometre boyutunda geçici porlar
oluşturulmasıyla hücre membranlarının geçirgen hale
getirilmesi sonucunda DNA, RNA, ilaç, boya ve antikor
gibi moleküllerin hücre içine alınmasını kolaylaştıran
bir yöntemdir [1, 2]. Bu metot, başlangıçta hücrelere
gen aktarım işlemi için kullanılmış, ancak son
zamanlarda çeşitli anti-kanser ilaçların hücre içine
transferinde de uygulanmaya başlamıştır [3]. Tersinir

elektroporasyonda (TEP), artan geçirgenlik geçicidir,
belirli bir süre sonra hücreler plazma zarlarını onarır ve
homeostazı yeniden kurar [4]. Elektrokemoterapi (ECT)
tekniğinde, özellikle kanser hücre zarında geçemeyen
veya geçmekte zorlanan antikanser ajanların hücre içine
alımını kolaylaştırmak için ajan verildikten kısa süre
sonra TEP uygulanır. ECT, subkutan, kutanöz
lezyonların ve tümörlerden kaynaklanan metastazların
tedavisinde %75 ile %99 arasında değişen objektif
yanıtlar verdiği tespit edilmiştir [5, 6]. Günümüzde ECT,
mukozal, büyük ve derin yerleşimli tümörler ile iç
organlarda bulunan tümörlerin tedavisine
odaklanmıştır.[7]. ECT alternatif bir yaklaşım olarak
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veya standart tedaviler (cerrahi, radyoterapi ve
kemoterapi gibi) sonrasında hastaların yaşam kalitesini
iyileştirmek için palyatif tedavi olarak kullanılabilir. Bu
tedavinin başarısına rağmen, uygulanan elektrik darbe
parametrelerine bağlı farklı oranlarda hücre ölümleri
meydana gelebildiği daha önceki çalışmalarda
bildirilmiştir [8, 9]. ECT'de uygulanan elektrik darbeleri
genellikle 100 µs süreli, 1 Hz veya 5 kHz tekrarlama
frekansına sahip sekiz yüksek voltajlı elektrik
darbesinden oluşmaktadır [10]. Yapılan literatür
taramasında uygulanan darbe frekansının hücre ölümü
üzerindeki etkisini araştıran herhangi bir çalışmaya
rastlanmamıştır. Ayrıca uygulanması gereken darbe
frekansıyla ilgili net bir bilgi bulunmamaktadır. TEP'de
yüksek geçirgenlik ve düşük hücresel mortaliteye dayalı
geri dönüşümlü bir etki arzu edilir. Bu çalışmanın amacı,
EP işleminde uygulanan farklı frekanslardaki elektrik
darbelerinin (70- 1250 V/cm) HepG2 kanser hücre
ölümü üzerindeki etkisini araştırmak ve uygun
tekrarlama frekansını belirlemektir.

MATERYAL ve YÖNTEM

Hücre Kültürü

Deneylerimizde HepG2 (pasaj sayısı:8) kanser hücre
hattı model olarak kullanıldı. HepG2 hücre hattı Muş
Alparslan Üniversitesi Merkezi Araştırma
Laboratuvarları Uygulama ve Araştırma Merkezi’nden
temin edildi. Hücreler, %1 Penicillin-Streptomisin ve %
10 fetal bovine serum (Invitrogen, Carlsbad, CA)
eklenmiş Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM, Sigma) besiyeri kullanılarak 75 ml flasklara
ekildi. Hücrelerin gelişimi, 37 C’de %5 CO2 ve %95
nemli inkübatör (Esco, Singapur) ortamında
gerçekleştirildi. Hücre kültürü çalışmaları için
biyogüvenlik kabini (ESCO, ABD) kullanıldı.
Elektroporasyon uygulamalarında BTX Gemini X2 EP
cihazı (Harvard Apparatus, USA) kullanıldı.

Elektroporasyon protokolü

Çalışmada kullanılmak üzere 37°C’de, %5 CO2 ve %90
nem içeren inkübatöre bırakılan HepG2 hücreleri %85-
90 konfluent haline gelince Tripsin-EDTA (sigma) ile
kaldırıldı. Falkon tüplere alınan hücre solüsyonu 5
dakika boyunca 1300 rpm’de santrifüj edilerek
çöktürüldü. 1x106 hücre/ml yoğunluğundaki hücre
süspansiyonu her küvete 400 µl olacak şekilde 0.4
cm’lik elektroporasyon küvetlerine (BTX) aktarıldı.
Hücre süspansiyonlarına, klinik TEP parametrelerine
karşılık gelen 100 μs süreli, 70, 250, 1000 ve 1250
V/cm elektrik alana sahip kare dalgalı sekiz darbe treni
uygulandı [11, 12]. Her bir voltaj 5 farklı frekansla (200
Hz, 1 kHz, 5 kHz, 10 kHz ve 20 kHz ) denendi. Kontrol
hücreleri de aynı şartlarda ve sürede küvetlere
yerleştirildi, ancak gerilim uygulanmadı. Her bir deney
dörder tekrar şeklinde yapıldı. Elektroporasyon
uygulamasından 15-20 dk sonra hücreler 96 kuyucuklu
hücre kültür kaplarına ekilerek inkübasyona bırakıldı.
24 saat'lik inkübasyon süresinden sonra MTT testi ile

hücre canlılığı analizi yapılarak, farklı elektrik alan ve
frekanslardaki EP' nin etkinliği değerlendirildi.

MTT analizi

Farklı frekanslardaki EP parametrelerine bağlı hücre
canlılığının belirlenmesi için MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid) testi uygulanmıştır.
Deneyde kullanılmak üzere PBS içinde ml’de 5 mg
MTT tozu olacak şekilde MTT çözeltisi hazırlandı, dış
yüzeyi alüminyum folyo ile kaplandıktan sonra +4 C’de
bekletildi. EP uygulamaları ardından inkübasyon için
inkübatöre bırakılan plakalar alınarak, kuyucukların
içerisindeki besiyeri boşaltıldı ve her bir kuyucuğa 90
µL DMEM ve 10 µL MTT çözeltisi ilave edilerek 4 saat
süreyle 37 C’de %5 CO2 içeren inkübatörde tekrar
inkübasyona bırakıldı. 4 saatlik inkübasyon süresinin
sonunda MTT içeren besiyeri ortamdan atıldı ve
kuyucuklarda oluşan formazan kristallerini çözmek için
her kuyucuğa 100 µl DMSO (Dimetilsülfoksit) eklendi.
Kuyucuklarda oluşan renk şiddeti mikroplaka okuyucu
ile optik yoğunlukları (OD) 540 nm’de ölçüldü [13].
Kontrol grubu için de taze besiyeri kullanıldı. Kontrol
kuyucukları okutularak elde edilen absorbans
değerlerinin ortalaması alındı ve bu değer %100 canlı
hücre olarak kabul edildi. EP uygulanmış
kuyucuklardan elde edilen absorbans değerleri kontrol
absorbans değerine oranlandı ve % canlılık olarak
aşağıdaki formül ile hesaplanarak bulundu.

% Canlılık = (İncelenen grup OD/Kontrol grubu OD)x100
Her bir analiz üç paralel olarak çalışıldı ve her bir
paralel deney ise 6 tekrar içermektedir.

BULGULAR ve TARTIŞMA

Farklı elektrik alan yoğunluklarına (70-1250 V/cm) ve
200 Hz ila 20 kHz arasında değişen farklı darbe
tekrarlama frekanslarına karşı HepG2 kanser
hücrelerinde meydana gelen ortalama hücre inhibisyon
yüzdeleri Şekil 1'de gösterilmiştir. Bütün tekrarlama
frekanslarında 100 µs süreli sekiz darbe treni
kullanılmıştır. Darbelerin tekrarlama frekansı, bir trende
iki ardışık darbe arasındaki gecikme değiştirilerek
ayarlandı. Şekil 1’de görüldüğü gibi uygulanan tüm
elektrik alan yoğunluklarında düşük frekanslarda daha
fazla hücre inhibisyonu meydana gelmiştir. EP
uygulamasında en fazla HepG2 hücre inhibisyonu 1000
V/cm ve 200 Hz frekansında gerçekleşmiştir.
10 kHz ve 20 kHz frekanslarda 70 V/cm veya 250 V/cm
elektrik alan uygulanan hücrelerin canlılığında azalma
görülmemiştir. Düşük elektrik alanlarında (70 V/cm,
250 V/cm) 1 kHz frekansına göre 5 kHz frekansından
daha fazla hücre ölümü gerçekleşse de yüksek elektrik
alanlarında (1000 V/cm, 1250 V/cm) 1 kHz frekansında
daha büyük oranda hücre ölümü gerçekleşmiştir.
Elektrokemoterapi, hastalarda kutanöz ve subkutanöz
tümörlerin etkili bir lokal tedavisi olarak kullanılır [14,
15]. Fakat tedavinin başarısına rağmen darbe iletimi
sırasında kas kasılmaları gibi yan etkiler bildirilmiştir
[16-18]. ECT terapisinin etkinliği iki faktöre bağlıdır:
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birincisi, elektrik darbelerinin genliği ve süresi, darbe
sayısı ve frekansı gibi elektriksel özelliklerdir ve
ikincisi ise, üzerinde EP yapmak istenen şekil, boyut,
hücre iskeleti yapısı ve zar bileşimi gibi hücre ve doku
özellikleridir [19, 20].

Şekil 1. Farklı elektrik alan ve frekanslara sahip 8x100 µs
darbe treni uygulamasından 24 saat sonra HepG2 hücrelerinde
meydana gelen % inhibisyon değerleri. Üç bağımsız deneyden
alınan veriler ortalama şeklinde sunulmuştur.

Yapılan bazı çalışmalarda tedavi sırasında meydana
gelen kas kasılmaları gibi yan etkilerinin ana
nedenlerinden bir tanesi de darbe frekansı olduğunu ve
darbe frekansının artırılmasıyla kasılmaların
azaltılabileceği öne sürülmüştür [21, 22]. Tetanik
kasılma frekansından daha yüksek elektrik darbe
tekrarlama frekansı, indüklenen kas kasılmalarının
sayısını azaltır [16, 20]. In vitro ve in vivo deneyler, en
yüksek frekanslarda bile kimyasal alımın elde
edilebileceğini göstermiştir [18, 23]. Ancak, bu
protokolün hücre ölümü üzerindeki etkisi net değildir.
Bu nedenle, çalışmamızda, elektrik darbelerinin süresi
(100 µs) ve sayısı (sekiz darbe) sabit tutularak farklı
elektrik alana sahip darbelerin (70 V/cm; 250V/cm;
1000V/cm ve 1250 V/cm) farklı frekanslardaki (200 Hz;
1 kHz; 5 kHz; 10 kHz ve 20 kHz) uygulamalarının
HepG2 kanser hücre canlılığı üzerindeki etkisini
incelendi. Verilerimiz, artan darbe frekansı ile hücre
inhibisyonun azaldığını gösterdi. EP uygulanan HepG2
hücrelerinde en yüksek inhibisyon 1000 V/cm ve 200
Hz frekansında gerçekleşti. 10 kHz ve 20 kHz
frekanslarında uygulanan düşük elektrik alanlar (70
V/cm, 250 V/cm) hücre canlılığında azalmaya neden
olmadı. Düşük elektrik alanlarında 1 kHz frekansına
göre 5 kHz frekansından daha fazla hücre ölümü
gerçekleşmiş olsa da yüksek elektrik alanlarında 1
kHz frekansında daha büyük oranda hücre ölümü tespit
edildi. Daha önceki çalışmalarla [18, 24, 25] paralellik
gösteren verilerimiz, elektroporasyon uygulamalarında
düşük frekanslı darbelerin daha fazla hücre ölümüne
neden olduğunu, yüksek değerdeki frekansların
kullanımı daha uygun olabileceğini göstermektedir.
İn vitro uygulamaların büyük çoğunluğu için
elektroporasyonun verimliliği, tüm tedavi edilen hücre
popülasyonuna göre tersine çevrilebilir şekilde korunan
hücrelerin fraksiyonu ile belirlenir. ECT’de
uygulanacak darbe parametreleri hücre içine antikanser
ajan geçişini kolaylaştırırken, minimum düzeyde hücre

ölümüne neden olmalıdır. Daha önce yapılan in vitro
ECT çalışmalarında tek başına uygulanan
elektroporasyonun, değişik oranlarda hücre ölümüne
neden olabildiği bildirilmiştir [8, 26, 27, 28, 29].
Uygulanan elektrik darbelerinin tipi, sayısı, süresi,
frekansı ve genliği gibi parametreler hücre
geçirgenliğini, ölümünü ve altyapısını
değiştirebilmektedir [30]. EP’de uygulanan darbe
frekansının tümör hacmi ve hücre canlılığı üzerinde
etkisi olduğunu gösteren çalışmalar bulunmaktadır.
Shankayi ve ark. [31] 70 V/cm genlikte 1 Hz ve 5 kHz
frekanslı elektrik darbeleri kullanarak yaptıkları ECT
çalışmasında, 1 Hz ve 5 kHz tekrarlama frekansı ile
tedavi edilen farelerin tümör hacimleri arasında önemli
farklılıklar bulunduğunu ve 70 V/cm' de 5 kHz frekanslı
darbelerin daha etkili olduğunu tespit etmişlerdir.
Vernhes ve ark. [32] ise frekansın hücre canlılığı ve
geçirgenliği üzerindeki etkisini araştırmak için, 0.5 ile
100 Hz aralığındaki elektrik darbelerinin süresinin ve
sayısının sabit tutarak EP uygulamasını yapmışlar.
Sonuçları, canlılığın 0,5'ten 10 Hz'e kadar yükseldiğini
ve ardından azaldığını, 10 Hz'nin üzerindeki
frekanslarla geçirgenleştirilmiş hücrelerin yüzdesinin
arttığını göstermektedir. Verilerimize göre HepG2 hücre
hattı için optimum EP parametreleri tasarlarken, yüksek
frekanslı ve düşük elektrik alana sahip darbelerin
seçilmesi uygun olacaktır.

SONUÇ

Sonuç olarak, süresi (100 µs) ve sayısı (8 darbe) sabit
tutularak farklı elektrik alana (70 V/cm-1250 V/cm
aralığında) sahip darbelerin farklı frekanslardaki (200
Hz; 1 kHz; 5 kHz; 10 kHz ve 20 kHz) uygulamalarının
HepG2 kanser hücre canlılığı üzerindeki etkisi
araştırıldı. Verilerimiz, elektroporasyonda uygulanan
tüm elektrik alan yoğunluklarında düşük frekanslardaki
darbelerin daha fazla hücre inhibisyonuna neden
olabildiğini ve yüksek değerdeki frekansların
kullanımının daha uygun olabileceğini göstermektedir.
Çalışmanın ilerleyen süreçlerinde darbe frekansı ile
birlikte hücrenin geçirgenliğini, ölümünü ve altyapısını
değiştirebilen darbelerin tipi, sayısı, süresi ve genliği
gibi elektroporasyon parametreleri de incelenerek
optimizasyonun yapılması gerekmektedir.
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