Elektroporasyon Islemi Sirasinda Olusan Hiicre Oliimiinde Darbe Frekansmin Onemi
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Tersinir elektroporasyon (EP), darbeli elektrik alanlarinin uygulanmasiyla hiicre zarmin gegirgenliginin arttirildigi
biyofiziksel bir yontemdir. Kanser tedavisinde, EP timo6r hiicrelerinde antikanser ilaglarinin alimini arttirmak,
dolayisiyla sitotoksik etkilerini yiikseltmek igin kullanilir, ancak hiicre 6liimiine de yol agabilmektedir. Bu
¢alismanin amaci tersinir EP uygulamasinda meydana gelen hiicre 6liimiinde darbe frekansinin etkisini incelemektir.
Calismada HepG2 karaciger kanser hiicreleri kullanildi. Hiicreler 200 Hz, 1 kHz, 5 kHz, 10 kHz ve 20 kHz
frekanslarinda 70-1250 V/cm elektrik alana sahip, 100pus siireli 8 kare dalga elektrik darbesine maruz birakildi.
Elektrik maruziyetinden sonra hiicre canliligit MTT tahlili ile belirlendi. Calismamizin MTT bulgularina gore, EP’de
uygulanan darbe frekansi arttitkga HepG2 kanser hiicrelerinde inhibisyon azalmaktadir. EP uygulanan HepG2
hiicrelerinde en yiiksek inhibisyon, 1000 V/cm elektrik alaninda ve 200 Hz'lik frekansta meydana geldi. 10 kHz ve
20 kHz frekanslarinda uygulanan disiik elektrik alanlar (70 V/ecm, 250 V/cm) hiicre canliliginda azalmaya neden
olmadi. Diisiik elektrik alanlarinda 1 kHz frekansina gore 5 kHz frekansindan daha fazla hiicre 6liimii gergeklesse de,
yiiksek elektrik alanlarinda 1 kHz frekansinda daha yiiksek oranda hiicre &liimii tespit edildi. Sonuglarimiz,
elektroporasyonda diisiik frekanslardaki darbelerin daha fazla hiicre inhibisyonuna neden olabildigini, bu yiizden
yiiksek frekansli darbelerin kullanimi1 daha uygun olabilecegini géstermektedir.
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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 ps duration with an electric field
of 70-1250 V/cm at frequencies of 200 Hz, 1kHz, SkHz, 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.

Keywords: Cell Inhibition, Electrochemotherapy, Electroporation, HepG2 Cells, Pulse Frequency
elektroporasyonda (TEP), artan gecirgenlik gecicidir,

GIRIS

Elektroporasyon (EP), kisa siireli ve yiiksek siddete
elektrik darbelerinin hiicre veya dokulara uygulanarak,
hiicre zarinda nanometre boyutunda gegici porlar
olusturulmasiyla hiicre membranlarinin gecirgen hale
getirilmesi sonucunda DNA, RNA, ilag, boya ve antikor
gibi molekiillerin hiicre i¢ine alinmasini kolaylastiran
bir yontemdir [1, 2]. Bu metot, baslangigta hiicrelere
gen aktarim islemi i¢in kullanilmis, ancak son
zamanlarda cesitli anti-kanser ilaglarin hiicre igine
transferinde de uygulanmaya baglamistir [3]. Tersinir

belirli bir siire sonra hiicreler plazma zarlarimi onarir ve
homeostazi yeniden kurar [4]. Elektrokemoterapi (ECT)
tekniginde, ozellikle kanser hiicre zarinda gecemeyen
veya gegmekte zorlanan antikanser ajanlarin hiicre i¢ine
alimin1 kolaylastirmak i¢in ajan verildikten kisa siire
sonra TEP uygulanir. ECT, subkutan, kutandz
lezyonlarin ve tiimorlerden kaynaklanan metastazlarin
tedavisinde %75 ile %99 arasinda degisen objektif
yanitlar verdigi tespit edilmistir [5, 6]. Giiniimiizde ECT,
mukozal, biiyilk ve derin yerlesimli timorler ile i¢
organlarda bulunan tiimdrlerin tedavisine
odaklanmuistir.[7]. ECT alternatif bir yaklagim olarak
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veya standart tedaviler (cerrahi, radyoterapi ve
kemoterapi gibi) sonrasinda hastalarin yagam kalitesini
iyilestirmek i¢in palyatif tedavi olarak kullanilabilir. Bu
tedavinin basarisina ragmen, uygulanan elektrik darbe
parametrelerine bagli farkli oranlarda hiicre oliimleri
meydana  gelebildigi daha Onceki calismalarda
bildirilmistir [8, 9]. ECT'de uygulanan elektrik darbeleri
genellikle 100 ps siireli, 1 Hz veya 5 kHz tekrarlama
frekansina sahip sekiz yiiksek wvoltajli elektrik
darbesinden olusmaktadir [10]. Yapilan literatiir
taramasinda uygulanan darbe frekansinin hiicre 6limi
izerindeki etkisini arastiran herhangi bir g¢alismaya
rastlanmamistir. Ayrica uygulanmasi gercken darbe
frekansiyla ilgili net bir bilgi bulunmamaktadir. TEP'de
yiiksek gecirgenlik ve diisiik hiicresel mortaliteye dayali
geri doniisiimlii bir etki arzu edilir. Bu ¢alismanin amaci,
EP isleminde uygulanan farkli frekanslardaki elektrik
darbelerinin (70- 1250 V/cm) HepG2 kanser hiicre
Olimii iizerindeki etkisini aragtirmak ve uygun
tekrarlama frekansini belirlemektir.

MATERYAL ve YONTEM
Hiicre Kiiltiirii

Deneylerimizde HepG2 (pasaj sayisi:8) kanser hiicre
hattt model olarak kullanildi. HepG2 hiicre hatti Mus
Alparslan Universitesi Merkezi Arastirma
Laboratuvarlart Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden
temin edildi. Hiicreler, %1 Penicillin-Streptomisin ve %
10 fetal bovine serum (Invitrogen, Carlsbad, CA)
eklenmis Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM, Sigma) besiyeri kullanilarak 75 ml flasklara
ekildi. Hiicrelerin gelisimi, 37 C’de %5 CO2 ve %95

nemli  inkiibatér  (Esco, Singapur) ortaminda
gerceklestirildi.  Hiicre  kiiltiiri  ¢alismalar1  igin
biyogiivenlik  kabini (ESCO, ABD) kullanildi

Elektroporasyon uygulamalarinda BTX Gemini X2 EP
cihazi (Harvard Apparatus, USA) kullanildi.

Elektroporasyon protokolii

Calismada kullanilmak iizere 37°C’de, %5 COz ve %90
nem igeren inkiibatore birakilan HepG2 hiicreleri %85-
90 konfluent haline gelince Tripsin-EDTA (sigma) ile
kaldirildi. Falkon tiiplere alinan hiicre soliisyonu 5
dakika boyunca 1300 rpm’de santrifiij edilerek
¢oktiiriildii. 1x10° hiicre/ml yogunlugundaki hiicre
siispansiyonu her kiivete 400 ul olacak sekilde 0.4
cm’lik elektroporasyon kiivetlerine (BTX) aktarildi.
Hiicre stispansiyonlarina, klinik TEP parametrelerine
karsilik gelen 100 ps siireli, 70, 250, 1000 ve 1250
V/cm elektrik alana sahip kare dalgali sekiz darbe treni
uygulandi [11, 12]. Her bir voltaj 5 farkli frekansla (200
Hz, 1 kHz, 5 kHz, 10 kHz ve 20 kHz ) denendi. Kontrol
hiicreleri de ayni sartlarda ve siirede kiivetlere
yerlestirildi, ancak gerilim uygulanmadi. Her bir deney
dorder tekrar seklinde yapildi. Elektroporasyon
uygulamasindan 15-20 dk sonra hiicreler 96 kuyucuklu
hiicre kiiltlir kaplarina ekilerek inkiibasyona birakildi.
24 saat'lik inkiibasyon siiresinden sonra MTT testi ile

hiicre canlilig1 analizi yapilarak, farkli elektrik alan ve
frekanslardaki EP' nin etkinligi degerlendirildi.

MTT analizi

Farkli frekanslardaki EP parametrelerine bagli hiicre
canliliginin belirlenmesi i¢cin MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid) testi uygulanmistir.
Deneyde kullanilmak tizere PBS icinde ml’de 5 mg
MTT tozu olacak sekilde MTT c¢dzeltisi hazirlandi, dis
yiizeyi aliiminyum folyo ile kaplandiktan sonra +4 C’de
bekletildi. EP uygulamalari ardindan inkiibasyon igin
inkiibatore birakilan plakalar aliarak, kuyucuklarin
igerisindeki besiyeri bosaltildi ve her bir kuyucuga 90
pL DMEM ve 10 uL MTT ¢ozeltisi ilave edilerek 4 saat
stireyle 37 C’de %5 CO: igeren inkiibatdrde tekrar
inkiibasyona birakildi. 4 saatlik inkiibasyon siiresinin
sonunda MTT iceren besiyeri ortamdan atildi ve
kuyucuklarda olusan formazan kristallerini ¢dzmek igin
her kuyucuga 100 pl DMSO (Dimetilsiilfoksit) eklendi.
Kuyucuklarda olusan renk siddeti mikroplaka okuyucu
ile optik yogunluklar1 (OD) 540 nm’de olciildi [13].
Kontrol grubu i¢in de taze besiyeri kullanildi. Kontrol

kuyucuklart1  okutularak elde edilen absorbans
degerlerinin ortalamasi alindi ve bu deger %100 canli
hiicre olarak kabul edildi. EP  uygulanmis

kuyucuklardan elde edilen absorbans degerleri kontrol
absorbans degerine oranlandi ve % canlilik olarak
asagidaki formiil ile hesaplanarak bulundu.

% Canlilik = (Incelenen grup OD/Kontrol grubu OD)x100
Her bir analiz ii¢ paralel olarak calisildi ve her bir
paralel deney ise 6 tekrar icermektedir.

BULGULAR ve TARTISMA

Farkli elektrik alan yogunluklarina (70-1250 V/cm) ve
200 Hz ila 20 kHz arasinda degisen farkli darbe
tekrarlama  frekanslarma  karst  HepG2  kanser
hiicrelerinde meydana gelen ortalama hiicre inhibisyon
yiizdeleri Sekil 1'de gosterilmistir. Biitiin tekrarlama
frekanslarinda 100 ps siireli sekiz darbe treni
kullanilmistir. Darbelerin tekrarlama frekansi, bir trende
iki ardigik darbe arasindaki gecikme degistirilerek
ayarlandi. Sekil 1°de goriildiigii gibi uygulanan tiim
elektrik alan yogunluklarinda diigiik frekanslarda daha
fazla hiicre inhibisyonu meydana gelmistir. EP
uygulamasinda en fazla HepG2 hiicre inhibisyonu 1000
V/em ve 200 Hz frekansinda gergeklesmistir.

10 kHz ve 20 kHz frekanslarda 70 V/cm veya 250 V/cm
elektrik alan uygulanan hiicrelerin canliliginda azalma
gorilmemistir. Disiik elektrik alanlarinda (70 V/cem,
250 V/ecm) 1 kHz frekansina gore 5 kHz frekansindan
daha fazla hiicre 6liimii gergeklesse de yiiksek elektrik
alanlarinda (1000 V/cm, 1250 V/cm) 1 kHz frekansinda
daha biiyiik oranda hiicre 6liimii ger¢eklesmistir.
Elektrokemoterapi, hastalarda kutandz ve subkutandz
tiimdrlerin etkili bir lokal tedavisi olarak kullanilir [14,
15]. Fakat tedavinin basarisina ragmen darbe iletimi
sirasinda kas kasilmalar1 gibi yan etkiler bildirilmistir
[16-18]. ECT terapisinin etkinligi iki faktore baglidir:
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birincisi, elektrik darbelerinin genligi ve siiresi, darbe
sayist ve frekansi gibi elektriksel ozelliklerdir ve
ikincisi ise, ilizerinde EP yapmak istenen sekil, boyut,
hiicre iskeleti yapis1 ve zar bilesimi gibi hiicre ve doku
ozellikleridir [19, 20].
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200Hz 1kHz 5 kHz 10kHz 20kHz Elektrik alan
Frekanslar

Sekil 1. Farkli elektrik alan ve frekanslara sahip 8x100 ps
darbe treni uygulamasindan 24 saat sonra HepG?2 hiicrelerinde
meydana gelen % inhibisyon degerleri. Ug bagimsiz deneyden
alman veriler ortalama seklinde sunulmustur.

Yapilan bazi calismalarda tedavi sirasinda meydana
gelen kas kasilmalart gibi yan etkilerinin ana
nedenlerinden bir tanesi de darbe frekansi oldugunu ve
darbe frekansinin artirllmasiyla kasilmalarin
azaltilabilecegi One siiriilmiistiir [21, 22]. Tetanik
kasilma frekansindan daha yiiksek elektrik darbe
tekrarlama frekansi, indiklenen kas kasilmalarinin
sayisini azaltir [16, 20]. In vitro ve in vivo deneyler, en
yilksek frekanslarda bile kimyasal alimin elde
edilebilecegini gostermistir [18, 23]. Ancak, bu
protokoliin hiicre 6liimii lizerindeki etkisi net degildir.
Bu nedenle, ¢alismamizda, elektrik darbelerinin siiresi
(100 ps) ve sayist (sekiz darbe) sabit tutularak farkli
elektrik alana sahip darbelerin (70 V/cm; 250V/cm;
1000V/cm ve 1250 V/em) farkl frekanslardaki (200 Hz;
1 kHz; 5 kHz; 10 kHz ve 20 kHz) uygulamalarinin
HepG2 kanser hiicre canlilifn {izerindeki etkisini
incelendi. Verilerimiz, artan darbe frekansi ile hiicre
inhibisyonun azaldigin1 gosterdi. EP uygulanan HepG2
hiicrelerinde en yiiksek inhibisyon 1000 V/em ve 200
Hz frekansinda gergeklesti. 10 kHz ve 20 kHz
frekanslarinda uygulanan diisiik elektrik alanlar (70
V/em, 250 V/cm) hiicre canliliginda azalmaya neden
olmadi. Diisiik elektrik alanlarinda 1 kHz frekansina
gore 5 kHz frekansindan daha fazla hiicre olimi

gerceklesmis olsa da yiiksek elektrik alanlarmda 1
kHz frekansinda daha biiyilik oranda hiicre 6liimii tespit
edildi. Daha onceki caligmalarla [18, 24, 25] paralellik
gosteren verilerimiz, elektroporasyon uygulamalarinda
diisiik frekansli darbelerin daha fazla hiicre 6liimiine
neden oldugunu, yiksek degerdeki frekanslarin
kullanim1 daha uygun olabilecegini gostermektedir.

In vitro uygulamalarmn biiyiik ¢ogunlugu igin
elektroporasyonun verimliligi, tim tedavi edilen hiicre
popiilasyonuna gore tersine gevrilebilir sekilde korunan
hiicrelerin ~ fraksiyonu  ile  belirlenir. ~ ECT’de
uygulanacak darbe parametreleri hiicre i¢ine antikanser
ajan gecisini kolaylastirirken, minimum diizeyde hiicre

6limiine neden olmalidir. Daha 6nce yapilan in vitro
ECT  caligmalarinda  tek  basina  uygulanan
elektroporasyonun, degisik oranlarda hiicre o6liimiine
neden olabildigi bildirilmigtir [8, 26, 27, 28, 29].
Uygulanan elektrik darbelerinin tipi, sayisi, siiresi,
frekanst  ve genligi gibi parametreler hiicre
gecirgenligini, Olimiinii ve altyapisin
degistirebilmektedir [30]. EP’de uygulanan darbe
frekansmin tiimor hacmi ve hiicre canliligi lizerinde
etkisi oldugunu gosteren caligmalar bulunmaktadir.
Shankayi ve ark. [31] 70 V/cm genlikte 1 Hz ve 5 kHz
frekanshi elektrik darbeleri kullanarak yaptiklari ECT
calismasinda, 1 Hz ve 5 kHz tekrarlama frekans: ile
tedavi edilen farelerin tiimdr hacimleri arasinda 6nemli
farkliliklar bulundugunu ve 70 V/cm' de 5 kHz frekansh
darbelerin daha etkili oldugunu tespit etmislerdir.
Vernhes ve ark. [32] ise frekansin hiicre canliligi ve
gecirgenligi iizerindeki etkisini aragtirmak igin, 0.5 ile
100 Hz araligindaki elektrik darbelerinin siiresinin ve
sayisinin sabit tutarak EP uygulamasini yapmislar.
Sonuglari, canliligin 0,5'ten 10 Hz'e kadar yiikseldigini
ve ardindan azaldigini, 10 Hz'nin izerindeki
frekanslarla gecirgenlestirilmis hiicrelerin ylizdesinin
arttigin1 gostermektedir. Verilerimize gére HepG2 hiicre
hattt i¢in optimum EP parametreleri tasarlarken, yliksek
frekansli ve diisiik elektrik alana sahip darbelerin
secilmesi uygun olacaktir.

SONUC

Sonug olarak, siiresi (100 pus) ve sayist (8 darbe) sabit
tutularak farkli elektrik alana (70 V/cm-1250 V/ecm
araliginda) sahip darbelerin farkli frekanslardaki (200
Hz; 1 kHz; 5 kHz; 10 kHz ve 20 kHz) uygulamalarinin
HepG2 kanser hiicre canlilign {izerindeki etkisi
aragtirildi.  Verilerimiz, elektroporasyonda uygulanan
tim elektrik alan yogunluklarinda diisiik frekanslardaki
darbelerin daha fazla hiicre inhibisyonuna neden
olabildigini ve yiiksek degerdeki frekanslarin
kullantiminin daha uygun olabilecegini gostermektedir.
Calismanin ilerleyen siireglerinde darbe frekans: ile
birlikte hiicrenin gegirgenligini, 6liimiinii ve altyapisini
degistirebilen darbelerin tipi, sayisi, siiresi ve genligi
gibi elektroporasyon parametreleri de incelenerek
optimizasyonun yapilmasi gerekmektedir.
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