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Elektrofuzija oziroma zlivanje celic z elektri¢nimi pulzi je pojav, pri katerem
se celice, ki so med seboj v tesnem stiku, zaradi prisotnosti kratkotrajnih
visokonapetostnih elektri¢nih pulzov zlijejo med seboj. Ce celice niso v
tesnem stiku, elektri¢ni pulzi povzrocijo samo permeabilizacijo celic, to je
zacasno neselektivno povecanje prepustnosti membrane. Na oba pojava
vplivajo razlicne lastnosti elektricnega polja. V pri¢ujoem delu smo
proucevali vpliv amplitude in Stevila pulzov ter smeri elektri¢nega polja na
zlivanje in na permeabilizacijo celic. Preizkusili smo metodo zlivanja celic z
elektri¢nimi pulzi na dveh celi¢nih linijah v pogojih in vitro. Primerjali smo
celice misjega melanoma B16F1 in ovarijske celice kitajske hr¢ice CHOKI.
Stopnjo permeabilizacije celic smo dolocali s fluorescenco vnesenega
propidijevega jodida, zlivanje celic pa smo dolocali mikroskopsko, pri
¢emer smo si pomagali z barvanjem Giemsa. Zlivanje celic je metoda, ki jo
lahko koristno uporabimo v biotehnologiji in biomedicini. V nasem delu
smo uporabili proucevano metodo zlivanja celic z elektri¢nimi pulzi za
pridobivanje hibridomov iz mis$jih mielomskih celic in ¢loveskih limfocitov
z modificirano Koehler Milsteinovo hibridomno tehnologijo. Rezultati nase
metode so primerljivi s tistimi, ki so jih pred nami pridobili z zlivanjem
enakih celic s polietilenglikolom.
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Cell electrofusion is a phenomenon that occurs, when cells that are in close
contact are fused by means of short, high-voltage electric pulses. When cells
are not in close contact, the consequence of the pulses is transient and
nonselective increase of permeabilization of cell membranes without fusion.
Both phenomena are dependent on the choice of electric field parameters. In
this work we studied the influence of amplitude and number of electric
pulses and direction of electric field on the degree of permeabilization and
fusion yield. We tested the method of electrofusion on two cell lines in vitro.
We compared mouse melanoma cells B16F1 and chinese hamster ovary
cells CHOKI1. Degree of cell permeabilization was determined
microscopicly by fluorescence of propidium iodide. Fusion was detected
microscopicly with Giemsa staining. Fusion of cells can be useful in
biotehnology and biomedicine. In present work electrofusion was used to
produce hibridomas from mouse mieloma cells NS1 and human lymfocytes
with modified Koehler Milstein hibridoma technology. We obtained viabile
human - mouse heterohybridoma in amounts that are comparable to those
previously obtained by fusing the same cells with the use of polyethylene
glycol.
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1 UvVOD

1.1  ZLIVANJE CELIC

Zivljenje se za¢ne s fuzijo oziroma z zlitem dveh gamet v zigoto. Ze dolgo je
znano, da z zlivanjem celic tudi kasneje v organizmu nastajajo Zive celice in da
ima ta pojav veliko vlogo v razvoju in pri diferenciaciji celic in tkiv sesalcev [Witze
in Rothman, 2002]. Ze leta 1961 so ugotovili, da se pod dolo¢enimi pogoji in vitro
zlivajo tudi somatske celice. Zlivanje somatskih celic so prvi¢ dokazali, ko so
identificirali celice z meSanimi kariotipi po skupnem gojenju razli¢nih celi¢nih linij

v kulturi [Barski in sod., 1961].

Pri zlitju celic nastanejo hcerinske celice, ki nosijo oba nabora starSevskih
kromosomov v enem jedru. Za vecino celic je to pogubno, iz nekaterih hibridnih
celic pa lahko po naslednjih celi¢nih delitvah nastane stabilna celi¢na linija z
naborom kromosomov, ki ji omogoc¢a preZivetje in je sestavljen iz kromosomov

obeh starsev [Vassilopoulos in Russell, 2003].

Za nas je zlivanje celic pomembno kot potencialno zelo uporabna biotehnoloska
oziroma biomedicinska metoda, ki jo izvajamo predvsem v pogojih in vitro, lahko
pa tudi in vivo. Z njo pridobimo Zive hibridne celice, ki z dvojnim genskim
zapisom opravljajo Se dodatne funkcije. Mozne uporabe hibridnih celic doloc¢ajo
lastnosti starSevskih celic, dejansko uporabnost pa v veliki meri tudi izplen

metode, ki jo uporabimo za njihovo pripravo.

1.2 UPORABA ZLIVANJA CELIC

Med hibridi, ki jih lahko pridobimo z zlivanjem celic, so najbolj poznani

hibridomi, ki proizvajajo monoklonska protitelesa. Postopek za pridobivanje
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monoklonskih protiteles s t.i. hibridomno tehnologijo, sta prvi¢ opisala Koehler
in Milstein [Koehler in Milstein, 1975]. Hibridomi, ki proizvajajo monoklonska
protitelesa, nastanejo z zlivanjem mielomskih celic in limfocitov B. S hibridomno
tehnologijo uspesno pripravljajo hibridome med misjimi limfociti B in misjimi
mielomi. Poleg misjih se da uporabiti tudi celice nekaterih drugih Zivali, npr.
podgan in kokosi, in tudi humane celice. Monoklonska protitelesa, ki jih pridobijo

na ta nacin, so uporabna v razli¢ne namene.

Izjemna lastnost reagentov, ki jih sestavljajo monoklonska protitelesa, je njihova
sposobnost specifi¢ne vezave na doloc¢en antigen [Ritter in Ladyman, 1995]. Le-ta
jim omogoca, da se veZejo samo na svojo tarco tudi v pogojih in vivo. S tem na
ustreznih mestih delujejo kot agonisti oziroma antagonisti receptorjev ali kot
nevtralizatorji ligandov. Predvsem pa so uporabni v imunoloskih tehnikah za

detekcijo specificnega proteina.

Misja monoklonska protitelesa so neprimerna za terapevtsko uporabo, ker
povzrocijo v ¢loveku imunski odgovor, ti. odgovora HAMA (human anti-mouse
antibody response). Za terapijo lahko uporabljamo le humanizirana ali humana
monoklonska protitelesa. Proizvodnja slednjih s hibridomno tehnologijo je Se
vedno zelo zahtevna, protitelesa pa mnogokrat ne preve¢ ucinkovita. Poglavitna
vzroka sta omejen vir ¢loveskih limfocitov, primernih za zlivanje ter nepoznavanje

ucinkovitih metod za zlivanje celic.

Za uporabo v terapevtske namene zato v glavnem uporabljajo himerna in
humanizirana misja protitelesa, ki imajo zmanjSano imunogenost, ¢eprav je
prihodnost v humanih protitelesih [Glennie in Johnson, 2000]. Razli¢ne
raziskovalne skupine zato $e vedno posku$ajo optimizirati razlicne metode za
pripravo humanih protiteles. Te metode so: hibridomna tehnologija s ¢loveskimi

celicami ali s kombinacijo c¢loveskih imunskih celic z mi§jimi mielomskimi
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celicami; imunizacija gensko spremenjenih Zzivali, ki nosijo gene za cloveske

imunoglobuline (Ig) in fagna tehnologija.

Dodatne funkcije monoklonskih protiteles lahko dosezemo z vezavo snovi, ki
delujejo citotoksi¢no (radioizotopi, bakterijski toksini, kemoterapevtiki ali

prekurzorji zdravilnih u¢inkovin).

Ena od moZnosti razsiritve uporabe monoklonskih protiteles, od katere se nadejajo
uspeha predvsem pri zdravljenju raka, je priprava bispecificnih monoklonskih
protiteles. Ta se v naravi ne pojavljajo, pripravimo pa jih lahko med drugim tudi z
zlivanjem dveh razli¢nih hibridomov. Pri pravilni kombinaciji genov ima protitelo

dve razli¢ni specifi¢nosti [Kufer in sod., 2004; Cao in sod., 1998; Cao in sod., 1995].

Druga zelo aktualna uporaba zlivanja celic je priprava hibridnih celi¢nih cepiv za
imunoterapijo raka. Ugotovitev, da so na tumorskih celicah specifi¢ni antigeni,
usmerja raziskave v novo generacijo zdravil za zdravljenje raka, ki bi vzpodbujala

imunski odziv na tumorje.

Tumorske celice imajo raznovrstne in nepredvidljive napake v imunskih
funkcijah. Pogosto opaZen t.i. »imunski pobeg« tumorskih celic je zmanjSano
izrazanje antigenov. To lahko nadomesti uporaba dendritskih celic, ki imajo
najvec¢jo mo¢ predstavljanja antigenov v imunskem sistemu. Zaradi sposobnosti
zelo mobilnih dendritskih celic, da prenesejo antigen do limfnih vozlov in
aktivirajo efektorske celice T, pa so idealne za indukcijo specifi¢ne antitumorske

imunosti [Schirrmacher in sod., 2003].

Antigene lahko v dendritske celice vnesemo na razlicne nacine. Eden je
elektropermeabilizacija celic v prisotnosti antigenov, pridobljenih iz tumorja.

Druga moZznost je, da v celico vhesemo gene, ki kodirajo tumorske antigene. Tretja
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moznost pa je zlivanje dendritskih celic s celotnimi tumorskimi celicami. Hibridne
celice, ki jih dobimo na ta nacin, povzrocajo imunost tudi proti tumorskim
antigenom, ki jih ne poznamo in to daje metodi zlivanja pomembno prednost pred

ostalima navedenima metodama.

Za uporabo hibridnega celi¢nega cepiva pri ljudeh je potrebno zagotoviti hiter in
ucinkovit postopek za terapijo, preden bolezen za¢ne napredovati. V ta namen je
potrebno v kratkem casu pripraviti dovolj velike koli¢ine hibridnih celic, zato
potrebujemo hitro in uc¢inkovito izolacijo dendritskih celic [Lopez in sod., 2003] in

ucinkovit protokol za zlivanje celic.

Zlivanje celic so uporabili tudi za vnos receptorjev v celicno membrano. To
omogoca Studij njihove strukture in funkcije. To metodo so uporabili na kuncu v

pogojih in vivo za preucevanje okuzbe z gonorejo [Heller in Grasso, 1990].

Metode zlivanja celic bi bilo mozno uporabiti tudi za regeneracijo tkiv s celi¢no
terapijo. Pri transplantaciji izvornih celic enega tipa tkiva te celice pod ustreznimi

pogoji ustvarijo tkivo drugega tipa, prisotnega na mestu transplantacije.

V nekaterih primerih so raziskovalci to sposobnost celic poimenovali plasti¢nost
izvornih celic in jo uspesno razlozili kot dediferenciacijo in ponovno, vendar
drugacno, diferenciacijo celic [Rodi¢ in sod., 2004]. V nekaj dobro opisanih
primerih zlivanja transplantiranih celic, ki izvirajo iz kostnega mozga, s hepatociti
v jetrih, nevroni v moZganih in s celicami sréne misSice, pa so dokazali, da je vzrok
spremembe razvojne usode transplantiranih celic izklju¢no celi¢no zlivanje

[Alvarez-Dolado in sod., 2003, Vassilopoulos in sod., 2003; Wang in sod., 2003].

To spoznanje predstavlja moznost za ciljano celi¢no terapijo z namenom

regeneracije organov. Od metod, ki se uporabljajo za zlivanje celic (virus, PEG,
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elektri¢ni pulzi) je le uporaba elektri¢nih pulzov mozna v pogojih in vivo. Obstaja

pa tudi moznost zlivanja v pogojih ex vivo.

1.3 NACINIIZVEDBE ZLIVANJA CELIC

Celicne membrane se med seboj ne zlivajo spontano, ampak imajo nasprotno
mehanizme, ki jih drZijo na »varni razdalji«. Zato je potrebno celice spraviti v
stanje, v katerem je zlivanje med njimi moZzno. Pri tem si lahko pomagamo z

virusi, s polietilenglikolom ali pa z elektri¢nimi pulzi.

1.3.1 Virus

Na zacetku so celice zlivali s pomocjo virusov [White in sod., 1981], tudi Koehler
in Milstein sta uporabila Sendai virus pri svoji originalni izvedbi hibridomske
tehnike [Koehler in Milstein, 1975]. Uporaba virusov pri pripravi hibridnih celic ali
njihovih produktov v terapevtske namene zaradi njihove potencialne nevarnosti
ni sprejemljiva [Paris, 2004]. Zlivanje celic s pomoc¢jo virusov so zato kmalu
opustili in zaceli uporabljati preprosto kemi¢no spojino polietilenglikol (PEG)

[Galfre in sod., 1977].

Zlivanje celic s pomocjo virusov je kljub temu Se vedno predmet intenzivnega
raziskovanja. Pomemben cilj teh raziskav je pridobiti znanje o mehanizmu virusne
okuzbe (zlitja virusa z membrano ciljne celice), ki bi nam omogocalo, da jo
preprecimo. Pri tem je pomemben del razumevanje delovanja fuzijskih proteinov,
ki je zelo kompleksno in se razlikuje od virusa do virusa [Peisajovich in Shai,

2003].

Studije virusnega zlivanja so zanimive z vidika razumevanja mehanizmov zlivanja

[Zimmerberg in Chernomordik, 1999; Melikyan in Chernomordik, 1997; Lindau in
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Almers, 1995]. Pri virusnem zlivanju stik med membranami povzrocijo proteini in
t.i. fuzijski peptidi [Nieva in Agirre, 2003; Epand, 2003]. Le-ti naj bi se vgradili v
cilino membrano, destabilizirali lipidni dvosloj, povzrocili njegovo ustrezno
ukrivljenost in kon¢no omogocili nastanek »fuzijske pore, ki tako kot pri zlivanju
z elektriénimi pulzi nastane v lipidnem dvosloju membrane [Epand, 1998; Bailey

in sod., 2005].

1.3.2  Polietilenglikol

Metoda zlivanja s polietilenglikolom [Galfre in sod., 1977] je bila do pred kratkim
najbolj splosno uporabljana. Polietilenglikol povzro¢i higroskopno agregacijo in
skréenje celic. Predpostavljajo, da je za zlivanje celic klju¢en korak odstranitev

polietilenglikola, ker se takrat celice napihnejo [Scott - Taylor, 2000].

Ta metoda je dovolj u¢inkovita za zlivanje misjih imunskih in mielomskih celic in
se uspesno uporablja za pridobivanje migjih monoklonskih protiteles [Curin
Serbec, 2001]. Cloveski hibridomi proizvajajo protitelesa, ki so uporabna
predvsem v terapevtske namene, vendar v tem primeru metoda s

polietilenglikolom Zal ni dovolj uspesna [Jessup in sod., 2000].

Tudi za zlivanje dendritskih in tumorskih celic za imunoterapijo raka se uporablja
metoda zlivanja s polietilenglikolom. Pomanjkljivost pri tej metodi je, da je
potrebno celice pridobljenih celi¢nih linij nato gojiti v kulturi, da pridobimo dovolj

velike koli¢ine celic za uporabo.

1.3.3  Elektri¢ni pulzi

Pri uporabi zlivanja z elektri¢nimi pulzi so porocali o stokrat vecjem izplenu kot

pri uporabi polietilenglikola v primeru pridobivanja monoklonskih protiteles proti
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progesteronu [Elder in sod., 1997]. Zdaj se uporabljata obe metodi, vendar
rezultate tezko primerjamo, saj so odvisni od mnogih parametrov in so razli¢ni pri

razli¢nih celicah.

Pri zlivanju dendritskih in tumorskih celic so zaceli uvajati zlivanje z elektri¢nimi
pulzi v Zelji, da bi pridobili koli¢ino hibridnih celic, ki bi bila dovolj velika za
terapijo s samim zlivanjem in bi se izognili potrebi po razmnozevanju hibridnih

celic v kulturi [Scott-Taylor in sod., 2000].

Tudi tu ni primerjalnih $tudij, ki bi nam povedale, katera metoda je uc¢inkovitejsa.
Obstaja pa raziskava, v kateri so ugotovili, da so si produkti zlivanja pri obeh
metodah med seboj podobni glede na ucinkovitost cepiva v antitumorskih

imunizacijah v pogojih in vivo [Lindner in Schirrmacher, 2002].

Poleg enostavnosti zlivanja z elektri¢nimi pulzi bi lahko bila ena od prednosti te
metode tudi moznost, da kontroliramo elektri¢ne parametre, ki jih uporabljamo, in
da jih optimalno prilagodimo posameznemu eksperimentalnemu sistemu (razli¢ne
celice, in vitro, in vivo). Uporaba te metode pa je omejena z moznostjo dostopa do
ustreznega generatorja pulzov, ki ne spada v standardno opremo celi¢nih

laboratorijev, medtem ko za metodo s polietilenglikolom takih omejitev ni.
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2 PREGLED OBJAV
21  ZLIVANJE CELIC Z ELEKTRICNIMI PULZI

211  Vpliv elektricnega polja na membrane celic

Ko celice izpostavimo visokonapetostnim elektri¢nim pulzom, jih lahko unic¢imo,
ali pa s kontroliranimi pogoji povzro¢imo le zafasne spremembe v njihovi
membrani. Za proucevanje delovanja elektricnega polja na celice ne moremo

uporabljati neposrednih mikroskopskih metod opazovanja pojavov na membrani.

Vplive razli¢nih elektri¢énih parametrov zato proucujemo s pomocjo proucevanja
pojavov, ki jih elektri¢no polje povzroci. Nas zanimata predvsem dva pojava. Prvi
je permeabilizacija celic, to je povecana neselektivha prepustnost membrane za

razli¢ne snovi (ione, barvila, plazmide,...).

Druga sprememba pa je t.i. fuzogenost celic. To je stanje celiécnih membran, v
katerem se membrane in posledi¢no tudi celi¢na notranjost pod ustreznimi pogoji
lahko zlijejo med seboj. Hkrati s tema dvema spremembama nas zanima tudi

stopnja prezivetja celic, saj so uporabne le tiste celice, ki so obdelavo preZzivele.

Spremembe v membrani so posledica vsiljene transmembranske napetosti, ko le-ta
preseZze doloceno kriticno vrednost. Molekularni mehanizmi pojavov, ki jih ta
napetost povzroci, Se niso natanéno poznani. Vecina raziskovalcev na tem
podrocju pa se strinja, da v lipidnem dvosloju celicne membrane nastanejo t.i.

pore.

Ob obstoju nekaterih drugih teorij [Kotnik, 2000], je najSirSe sprejeta teorija

elektroporacije, ki razlaga nastanek in obnasanje por in je podana v nadaljevanju.



Trontelj K. Optimizacija elektrofuzije celic sesalcev v pogojih in vitro.

Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Interdisciplinarni podiplomski $tudij biotehnologije, 2005

212 Delovanje elektri¢nega polja - elektroporacija

Avtorji so opisali stacionarno stanje za okroglo celico, ki se nahaja v homogenem

elektricnem polju med elektrodama, na Kkateri pritisnemo napetost v obliki

E

+ _— > —

kratkega pulza (slika 1).

Slika 1: Skica celice v elektri¢nem polju.

Figure 1: Schematic of a cell within electric field.

Za okroglo celico v homogenem elektricnem polju velja naslednja modelna -

Schwanova enacba:

AD, :%ER cos 9, (1)

kjer je E uporabljeno elektri¢no polje, R polmer celice, $ pa odraza polozaj dela
membrane na celici glede na smer elektri¢nega polja. Pri tem veljajo predpostavke,
da je membrana ¢isti dielektrik, torej neprevodna, da je celica okrogla in da je ¢as
trajanja pulza daljsi od ¢asa nabijanja membrane, kar za 10 ps in ve¢ trajajoce pulze

lahko predpostavimo.
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Ta enacba je koristna za razumevanje ucinkov posameznih parametrov
elektricnega polja na membrane. Elektricna poljska jakost in radij celice sta
linearna faktorja, torej povecanje elektricnega polja povzroci linearno sorazmerno
povecanje napetosti vsiljene ¢ez membrano. Vecje celice pa bodo pri enakem

elektricnem polju deleZzne vecje vsiljene napetosti.

Naslednji pomemben parameter je cos &. Le ta pove, da vsiljena
transmembranska napetost ni enaka na vseh tockah na membrani, ampak je
odvisna od polozaja. Najvecje transmembranske napetosti nastanejo na polozaju,
kjer je 9 enak 0 ali 77, na teh dveh tockah pa je nasprotno usmerjen. Najmanjsa
transmembranska napetost nastane na poloZzaju, kjer je$ enak 77/2 oziroma -

7T/2.

Zive celice imajo mirovalno transmembransko napetost, ki je enaka po celem
obodu celice. Tipi¢ne vrednosti so dolocali okrog 60 mV. Vsiljena
transmembranska napetost se priSteje Zze prisotni mirovalni napetosti na

membrani.

Slika 2: Mirovalna napetost zive celice (svetla) in vsiljena napetost (temna), ki
je posledica prisotnosti elektri¢nega polja.
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Figure 2: Superposition of induced membrane potential (dark) onto the resting
potential (light) of a living cell.

Slika 2 prikazuje asimetricno porazdelitev napetosti ¢ez membrano. Najvedja
vrednost napetosti je na strani pozitivne elektrode in manj$a na nasprotni strani,
medtem ko je napetost vsiljena pri ¢ 7/2 oziroma -7 /2 enaka ni¢. Asimetri¢ni
potencial je pokazal Ze Kinosita s sodelavci. Fluorescentno barvilo, ob¢utljivo na
spremembo napetosti, so vgradili v membrano in nato merili fluorescenco med

izpostavitvijo celic elektriénemu polju [Kinosita in sod., 1988].
21.21 Kriti¢na transmembranska napetost

Za vsako membrano obstaja kriti¢cna transmembranska napetost, pri kateri pride
do »porusitve« membrane. Vrednosti te pragovne napetosti se razlikujejo med
posameznimi vrstami celic. Ko transmembranska napetost doseze kriti¢no
(pragovno) vrednost, Schwanova enacba ne velja ve¢. Pride do hitre depolarizacije
membrane in do pojava, ki ga ponavadi opiSemo kot elektroporacijo oziroma
permeabilizacijo. Membrano v takem stanju si predstavljamo preluknjano s

hidrofilnimi porami [Weaver in Powell, 1989] (slika 3).

Slika 3: Ilustracija hipoteti¢ne pore, kakrsne nastanejo zaradi delovanja
elektri¢nega polja

Figure 3: Illustrations of hypothetical pore that may be involved in
electroporation

Pri kritiéni transmembranski napetosti pride do permeabilizacije na tistem polu

membrane, ki je na strani pozitivne elektrode. Z naras¢anjem vrednosti
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transmembranske napetosti se povecuje povrS§ina membrane okrog obeh polov v
obliki kapic, na kateri le-ta preseze kriticno vrednost in pride do permeabilizacije
(slika 4). PovrSina celi‘cne membrane, ki je permeabilizirana, je torej funkcija

amplitude elektri¢ne poljske jakosti [Gabriel in Teissie, 1998].

E, > B

Slika 4: Povr$ina membrane, na kateri membranski potencial presega kriti¢ni
membranski potencial je oznacena ¢rtkano; na levi je elektri¢na poljska jakost
vedja kot na desni (E2> Ey).

Figure 4: Dashed lines illustrates the area of permeabilised membrane
(membrane potential exceedes the treshold value); electric field E; is smaller
than electric field Eo.

Permeabilizacija membrane je zac¢asna, dokler jakost elektri¢nega polja ne preseze
doloc¢ene vrednosti, ko povzroc¢i celici nepopravljive poskodbe. Pri tem ostaja
odprto vprasanje, ali pride do nepopravljive poskodbe membrane ali do

prevelikega iztoka snovi iz celice.
2.1.2.2 Vpliv elektri¢nih parametrov na permeabilizacijo

Uporabljali so zelo razlicne vrednosti posameznih parametrov, saj so za
permeabilizacijo razlicnih tipov in razlicnih velikosti celic potrebne razli¢ne
koli¢ine dovedene energije. S¢asoma se je izkazalo, da je pomemben tudi nacin

dovajanja te energije.
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Poleg celic so permeabilizirali tudi sinteticne lipidne membranske vezikle, za
katere so pogoji, pri katerih se permeabilizirajo, prav tako precej drugacni od tistih
za celice. Lipidni membranski vezikli namre¢ nimajo svoje lastne mirovalne
napetosti, lahko so zelo razli¢no veliki, njihovo membrano pa vecinoma sestavljajo

samo lipidi iste vrste, ve¢inoma tudi brez proteinov.

Mnogi raziskovalci so opazovali vpliv dolzine in amplitude enega elektri¢nega
pulza na ucinkovitost elektroporacije celic v pogojih in vitro. Ugotovili so
[Neumann, 1992], da je pri uporabi enega pulza, ucinkovitost permeabilizacije
sorazmerna njegovi energiji. Povecanje vrednosti amplitude in dolZine pulza

poveca energijo, ki jo dovedemo celi¢ni suspenziji in jo izracunamo kot:

U()
®,1)

E= '[U(t)l(t)dt jU(z) dt_—jU(t) dt )

Napetost med elektrodama smo oznacili z U(t), elektri¢ni tok I(t) in trajanje
celotnega poskusa s T. Privzeli smo, da je impedanca bremena Z(w,t) omska in
med obdelavo konstantna. Zapisali smo jo s konstanto Z. Tudi napetost U(t) je bila
med pravokotnim pulzom konstantna in enaka U. Nastete ugotovitve upostevamo

v enacbi (2) in dobimo:
UZ N
E="r2T= ©)

Kasneje so pokazali, da nac¢in dovajanja te energije vpliva na permeabilizacijo in
prezivetje celic [Macek Lebar, 1999]. Uporabili so enako energijo, le da so jo
namesto v enem daljSem pulzu dovedli v vedjem Stevilu krajsih pulzov. Pri

poskusih, kjer so uporabili protokole z enako dovedeno energijo in razli¢nimi
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ostalimi parametri, so ugotovili da dovedena energija ni klju¢ni parameter

uspesne permeabilizacije celic [Vernhes in sod., 1999].

Od amplitude pulzov (elektri¢cne poljske jakosti) je odvisno, kolikSen del
membrane je izpostavljen nadpragovni vrednosti elektri¢ne poljske jakosti, pri
kateri lahko pride do permeabilizacije. Z vecanjem amplitude pulzov se povecuje
povrsina membrane, kjer dosezemo nadpragovno vrednost [Rols in Teissie,
1990a]. Intenziteto permeabilizacije na obmodju, ki ga dolo¢a amplituda, pa nato

dolocata stevilo in trajanje pulzov.

Povecanje Stevila pulzov poveca delez permeabiliziranih celic za majhne
molekule, ne pa tudi za vecje molekule. Iz tega so sklepali, da Stevilo pulzov
poveca Stevilo por na permeabilizirani membrani [Rols in Teissie, 1998]. S tem

vpliva na velikost toka molekul skozi membrano.

Dolzina pulzov naj bi vplivala na povecanje povrsine por. S tem dolzina pulzov
vpliva na prepustnost membrane celic za manjSe molekule [Macek Lebar in
Miklav¢i¢, 2001], predvsem pa za makromolekule. Ugotovili so, da je vpliv dolZzine
pulzov na prepustnost celic precej bolj izrazit za makromolekule kot za manjse
molekule. Za manjSe molekule so uspedne tudi obdelave z ve¢ krajSimi pulzi,

medtem ko za vecdje molekule to ne velja [Rols in Teissie, 1998].

Poleg elektri¢ne poljske jakosti, Stevila in dolzine pulzov, je za permeabilizacijo
pomembna tudi hitrost dovajanja energije, saj se energija z mesta, kamor jo
dovedemo, Siri oziroma izgublja v okolico. Hitrost dovajanja energije spreminjamo

s ponavljalno frekvenco pulzov.

Pucihar in sod. so merili vnos molekule Lucifer Yellow v celice DC3F pri razli¢nih

ponavljalnih frekvencah pulzov [Pucihar in sod., 2002]. Pokazali so, da povecanje
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ponavljalne frekvence ne zmanj$a pomembno maksimalne vrednosti vnosa vse do
zelo visokih frekvenc (8.3 kHz). Pri tem ima vsaka frekvenca maksimalno
vrednost vnosa pri drugac¢ni napetosti; pri vecjih frekvencah je potrebna visja

napetost za dosego maksimalnega vnosa.

Vernhes in sodelavci pa so pri merjenju vnosa propidijevega jodida in prezivetja
CHO celic pri vrednostih ponavljalne frekvence pulzov v obmodju od 0,5 Hz do
100 Hz opazili najvisje prezivetie pri 10 Hz, medtem ko se je delez

permeabiliziranih celic poveceval proti 100 Hz [Vernhes in sod., 1999].

Smer dovajanja elektri¢nih pulzov je parameter, ki so ga zaceli raziskovati Sele v
zadnjem casu. To so omogocili dovolj zmogljivi generatorji elektri¢nih pulzov, ki
so sposobni izvesti take kombinacije pulzov in so jih izdelali Sele pred kratkim
[Rebersek, 2001]. 1z teorije elektroporacije sledi, da pulzi, pritisnjeni v razli¢nih
smereh, povzrocijo permeabilizacijo na razli¢nih podrocjih celi¢ne membrane, kot

je razvidno iz slike 5.

Pokazali so, da uporaba pulzov, ki jih pritisnemo v razli¢cnih smereh, poveca
permeabilizacijo, [Miklav¢i¢, 2001, Vali¢ in sod., 2003; Faurie in sod., 2004]. Pri tem

pa se lahko zmanjsa deleZ prezivelih celic [Vernhes in sod., 1999].

Vecjo permeabilizacijo pri uporabi bipolarnih pulzov so pokazali tudi Kotnik in
sodelavci [Kotnik in sod., 2001a], pri ¢emer so ugotovili tudi, da taki pulzi
povzrocdijo manjso elektrolizo elektrod in s tem manj spros¢anja citotoksi¢nih

kovinskih ionov v celi¢no suspenzijo [Kotnik in sod., 2001b].
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Slika 5: Povrsina membrane, na kateri membranski potencial presega kriti¢ni
membranski potencial je oznacena ¢rtkano; v zgornji vrsti je elektri¢na poljska
jakost manjsa kot v spodnji vrsti, E1< E>. Smer elektri¢nega polja je prikazana s
puscicami.

Figure 5: Dashed lines illustrates the area of permeabilised membrane
(membrane potential exceedes the treshold value); E; is smaller than Eo.
Arrows depict the direction of the electric field.

2.1.2.3 Vpliv elektri¢nih parametrov na zlivanje celic

Permeabilizacijo celic razlagamo s pomocjo teorije elektroporacije. Zlivanje celic,
tako kot permeabilizacijo, povzroc¢imo z elektri¢nimi pulzi. Ker ne vemo natanc¢no,
kaksni so molekularni mehanizmi obeh membranskih procesov, tudi ne vemo,
kaksna je povezava med permeabilizirano membrano in t.i. fuzogeno membrano,

ki je sposobna zlivanja.

Vemo, da se zlivanje celic od permeabilizacije bistveno lo¢i v ¢asu trajanja posledic

delovanja elektri¢nih pulzov. Vnos molekul skozi permeabilizirano membrano je

16
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mozen bistveno daljsi ¢as (membrane CHO celic so spet neprepustne Sele po
dvajsetih minutah) kot zlivanje med membranami, za katero se sposobnost
membran drasti¢no zmanj$a Ze v prvi minuti po pulzih in popolnoma izgine po

petih minutah [Sowers, 1986; Teissie in Ramos, 1998].

Tako kot za permeabilizacijo tudi za zlivanje celic velja, da obstaja kriticna
transmembranska napetost, pri kateri pojav opazimo. Z naras¢anjem amplitude
elektri¢nih pulzov nato delez zlitih celic naras¢a do neke vrednosti, pri kateri
pride do nasicenja. Pokazali so, da je kriticna transmembranska napetost za
zlivanje celic vedja kot za permeabilizacijo pri celicah, ki imajo mirovalno
transmembransko napetost. Enaki pa sta pri lipidnih dvoslojih in veziklih [Teissie

in Rols, 1993].

To razliko, ki jo povzro¢i mirovalna membranska napetost, izni¢i uporaba pulzov
v razli¢nih smereh. Pri amplitudah, pri katerih se kapice membran, na katerih je
transmembranska napetost vedja od kriticne, ne prekrivajo, je celotna povrsina
membrane, na kateri je transmembranska napetost vec¢ja od kriti¢ne, vsota vseh

kapic.

Ker se stiki med celicami tvorijo naklju¢no, pri centrifugiranju, so iz tega sklepali,
da pride do zlivanja membran le, ¢e prideta v stik dve membrani, na katerih je
transmembranska napetost vecja od kriti¢cne. Smer pulzov torej poveca povrsino
membrane, na kateri je transmembranska napetost vecja od kriti¢ne in ima enak
uc¢inek kot povecevanje amplitude elektri¢énih pulzov, le da manj poskoduje

membrano [Teissie in Rols, 1986].

Povecevanje dolzine pulzov poveca izplen zlivanja do neke vrednosti, kjer pride
do nasi¢enja. Odvisnost je podobna kot pri permeabilizaciji, kjer vrednost

nasic¢enja doseZejo pri enakih pogojih. To pa ne velja za vpliv Stevila pulzov, kjer



Trontelj K. Optimizacija elektrofuzije celic sesalcev v pogojih in vitro.

Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Interdisciplinarni podiplomski $tudij biotehnologije, 2005

indeks zlivanja ne sledi permeabilizaciji. Tu pri neki vrednosti pride do nasicenja,
izplen zlivanja pa se pri tej vrednosti zatne spet zmanjSevati. Zlivanje celic in
permeabilizacija torej nista na enak nacin odvisni od elektri¢nih parametrov

[Teissie in Ramos, 1998].

2.1.2.4 Vpliv drugih dejavnikov na permeabilizacijo in zlivanje celic

Na hitrost celjenja membran vpliva temperatura [Kinosita in Tsong, 1977,
Deuticke in Schwister, 1989]. Pri nizki temperaturi je ¢as obstoja struktur v
membrani, ki ji omogocajo zlivanje, daljsi kot pri visji temperaturi. Ker Zelimo, da
ima membrana ¢im dlje sposobnost zlivanja, centrifugiranje opravimo pri

temperaturi +4°C.

Vpliv prevodnosti medija na zlivanje celic Se ni raziskan, verjetno pa je povezan z
vplivom, ki ga ima prevodnost na permeabilizacijo celic. Vpliv elektri¢nega polja
na povrsino membran posredujejo ioni v okoliski tekoc¢ini z medploskovno
polarizacijo. Za uspesno permeabilizacijo zato potrebujemo kon¢no koncentracijo

ionov v okoliSkem mediju [Neumann, 1992].

V bolj prevodnem mediju stece visji elektri¢ni tok, zato se suspenzija bolj segreje in
to poskoduje celice. Z zmanjSanjem prevodnosti povecamo odstotek prezivetja
celic [Pucihar in sod., 2001]. Vendar v nizkoprevodnem mediju z istimi parametri
vsilimo manjsi potencial ¢ez membrano, zato so za permeabilizacijo potrebni

elektri¢ni pulzi vec¢je amplitude oziroma dolZine.

Prav tako na celice vpliva osmotski tlak suspenzije. Tvorba por je neodvisna od
ozmolarnosti, hipoozmolarni medij vzpodbuja povecevanje por, hiperozmolarni

medij pa celjenje celic [Rols in Teissie, 1990b]. Pri spreminjanju pogojev pa je
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potrebno upostevati tudi prezivetje celic, ki je v mo¢no hipoozmolarnih medijih

zelo slabo.

Zacetek zlivanja je odvisen od razdalje in odbojnih sil med negativno nabitimi
membranami. Te naboje lahko kompenziramo s pozitivno nabitimi ioni. Velik je
pomen dvovalentnih ionov, predvsem Ca2?* in Mg?*, brez katerih se moc¢no

zmanjsa delez zlitih celic in tudi prezivetje celic [Ohno-Shosaku in Okada, 1985].

Na permeabilizacijo in zlivanje vplivajo tudi proteolizni encimi in druge
kompleksne molekule. Te molekule na zlivanje in permeabilizacijo celic vplivajo
preko ucinka, ki ga imajo na strukturo membrane, na citoskelet in na

elektrostatske sile [Velizarov in Berg, 1998; Velizarov in sod., 1998].

21.3 Mehanizmi zlivanja

Celice se normalno ne priblizujejo druga drugi na razdaljo, ki bi bila dovolj
majhna za zlitje. Zaradi negativnega naboja, ki ga ima vecina zivih celic na svoji
povrsini, se namre¢ med seboj odbijajo. To odbojno silo je potrebno premagati, ce
zelimo, da se celice priblizajo na toliko majhno razdaljo, da lahko pride do

mesanja lipidnih molekul iz razli¢nih membran.

Vzpostavitev t.i. fuzogenega stanja membrane z elektri¢nimi pulzi in zagotovitev
stika med celicami sta dva nujna koraka pri procesu zlivanja celic z elektri¢nimi
pulzi. Proces so uspesno izvedli v obeh moZnih zaporedjih teh dveh korakov

[Ramos in Teissie, 2000] (slika 6).
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Slika 6: Prikazani sta dve zaporedji izvedbe zlivanja celic z elektri¢no metodo;
najprej elektroporacija (EP) in nato stik ter obratno.

Figure 6: Electrofusion can be observed as resulting of a contact first or a pulse
first approach.

2.2 NAPRAVE IN METODE ZA IZVEDBO

221 Stik med celicami

Uporabimo lahko ve¢ razlicnih metod, s katerimi lahko zagotovimo stik med
celicami. Dielektroforeza je najpogosteje uporabljena metoda. To je metoda, pri
kateri uporabljamo izmenic¢no elektri¢no polje nizke jakosti, da celice uredimo v
nekaksne veriZice, v katerih sta v stiku po dve sosednji celici [Zimmermann, 1982].
Slabost te metode je, da se suspenzija pri njej segreva, kar ni najbolje za prezivetje
celic. Kljub temu to metodo pogosto uporabljajo, potreben pa je ustrezen

generator, ki proizvaja izmeni¢no elektri¢no polje in pulze za elektroporacijo.

Ce zelimo zlivati med seboj celice, ki so prirascene na podlago, imamo mozZnost
celice gojiti do taksne gostote, pri kateri se celice med seboj dotikajo [Teissie in
sod., 1982]. S to metodo smo omejeni samo na zlivanje pritrjenih celic, zelo
specifi¢na pa je tudi metoda, pri kateri tvorimo avidin-biotinski most, s katerim
povezemo dve monoklonski protitelesi [Lo in sod., 1984]. Vsako od teh dveh

protiteles je vezano na eno vrsto celic, ki jih Zelimo zlivati. Obstoj ustreznih

20
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protiteles in njihova cena sta omejujoca dejavnika pri tej metodi. Celice so uspesno
spravljali v stik tudi z mehansko silo, za katero so uporabljali posebej v ta namen

izdelano komoro [Jaroszeski in sod., 1994] ali filter papir [Ramos in sod., 2002].

Pri vseh zgoraj nastetih metodah so celice Ze v stiku, ko jih izpostavimo
visokonapetostnim elektri¢cnim pulzom. Nacin, s katerim lahko zagotovimo stik
med celicami po njihovi izpostavitvi visokonapetostnim pulzom, pa je
centrifugiranje celic. Ta metoda je enostavna in ne zahteva nobenih posebnih

aparatur [Teissie in Rols, 1986].

Celice moramo centrifugirati v ¢im krajSem casu po elektroporaciji pri nizki
temperaturi, ko so celice Se v t.i. fuzogenem stanju, ko v membrani Se obstajajo
zacasne permeabilne strukture. Cas obstoja teh struktur je reda velikosti sekund
do minut in je mo¢no odvisen od temperature. Uporabiti moramo primerno
hitrost centrifugiranja, da zagotovimo stik med celicami, hkrati pa celic, ki so

zaradi posledic delovanja elektri¢nega polja obcutljivejSe, ne uni¢imo.

Pomembna prednost te metode je, da pri njej lahko posebej elektri¢cno obdelamo
vsake od celic, ki jih Zelimo zliti. To je pomembno v primeru, ko Zelimo med seboj

zlivati celice, ki imajo razli¢ne optimalne elektri¢ne parametre permeabilizacije.

2.2.2  Generiranje elektri¢nih pulzov

Za generiranje elektri¢cnih pulzov uporabljamo dva tipa generatorjev oziroma
pulzov. Prvi so generatorji, ki proizvajajo eksponentno padajoce pulze. Drugi pa
so generatorji, ki proizvajajo pulze pravokotne oblike. Uporaba pulzov
pravokotne oblike nam omogoca, da celice izpostavimo konstantnemu
elektricnemu polju, ¢esar eksponentno padajoc¢i pulzi ne zagotavljajo. V zadnjem

¢asu se v glavnem uporabljajo generatorji pravokotnih pulzov [Puc in sod., 2004].
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2.2.3 Detekcija in ovrednotenje produktov zlivanja

Za detekcijo lahko uporabljamo razli¢ne mikroskopske metode ali preto¢ni
citometer. Celice na mikroskopu lahko opazujemo z vidno svetlobo. Pri tej metodi
si lahko pomagamo z barvili, ki razliéno obarvajo jedro in citoplazmo celice. Celice
po zlivanju nasadimo v petrijevke, pustimo priblizno 24 ur v inkubatorju, da se
pritrdijo na podlago in nato tejemo. Ce uporabljamo barvila, jih prej ge fiksiramo

in pobarvamo.

Prednost te metode je, da detektiramo samo Zive celice, ki so prezivele obdelavo in
ne vseh, kot je to pri vseh ostalih metodah. Slabost te metode pa je subjektivnost
pri ocenjevanju posameznih celic. Jedra se namre¢ vcasih zlijejo in potem si

moramo pomagati z ostalimi podatki, kot sta velikost celice in velikost jeder.

Pri fluorescentnih mikroskopskih metodah uporabljamo dve razli¢ni fluorescentni
barvili, ki fluorescirata, npr. rdeco in zeleno svetlobo. Kjer pride do zlivanja celic,
detektiramo dvojno fluorescenco oziroma rumeno svetlobo. Pri tej metodi ne
moremo lo¢iti zivih in mrtvih celic, saj svetijo tako prve kot druge. Pomanjkljivost
obeh mikroskopskih metod je zamudnost Stetja in majhen del celic, ki jih lahko

prestejemo.

Pred kratkim so preizkusili avtomatizirani nacin ovrednotenja zlitih celic z
merjenjem povrsine z dvojno fluorescenco na slikah, zajetih s konfokalnim
fluorescentnim mikroskopom [Gabrijel in sod., 2004]. Dobili so enake rezultate kot
pri Stetju celic z dvojno fluorescenco in to precej hitreje. Z obicajnim

fluorescentnim mikroskopom ta metoda Se ni preizkusena.

Hitra je tudi metoda detekcije s pretoénim citometrom, pri kateri prav tako

uporabljamo fluorescentna barvila [Jaroszeski in sod., 1994]. Tudi pri tej metodi
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detektiramo vse celice in ne samo zivih. Primerjava z mikroskopskimi metodami
je pokazala, da so s preto¢nim citometrom doloceni delezi zlitih celic nekoliko
preveliki. Del napake bi lahko pripisali detekciji celi¢nih agregatov, ki niso zliti,

del pa tudi obarvanim ostankom celic v celi¢ni suspenziji.
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2.3  OPREDELITEV PROBLEMA

2.3.1 Cilji raziskovanja

1. Preizkusiti metodo za zlivanje celic v pogojih in vitro, ki deluje na razli¢nih

celi¢nih linijah.

V ta namen je treba najprej raziskati dejavnike, ki vplivajo na zlivanje celic, nato
izbrati med najboljsimi do zdaj znanimi pogoji najustreznejSe za na$ primer in jih
preizkusiti na razli¢nih celi¢nih linijah, pri ¢emer je treba zagotoviti tudi primeren

nacin detekcije in ovrednotenja rezultatov.

2. Primerjati vpliv razli¢nih elektri¢nih parametrov pri razli¢nih celi¢nih linijah.

Izbrati zelimo nekaj obdelav, to je kombinacij razli¢nih vrednosti elektri¢nih
parametrov, ki vplivajo na zlivanje celic, in preveriti njihovo ucinkovitost. Pri

posamezni obdelavi nas zanima tudi permeabilizacija celic.

3. Uporabiti predlagano metodo za pridobivanje hibridomov.

Predlagati Zelimo prakti¢no metodo za zlivanje celic v pogojih in vitro, ki bo
uporabna v hibridomni tehnologiji. Metodo zelimo uporabiti za pripravo humanih
heterohibridomov iz mielomskih celic in humanih limfocitov, ki ni tako enostavna
kot priprava misjih hibridomov in pri kateri metoda s polietilenglikolom ni dovol;

uspesna.

4. Predlagati moznosti za nadaljnje izboljsanje izplena zlivanja.



Trontelj K. Optimizacija elektrofuzije celic sesalcev v pogojih in vitro. 25

Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Interdisciplinarni podiplomski $tudij biotehnologije, 2005

Iz dobljenih rezultatov in ugotovitev pri delu Zelimo pridobiti ideje za izboljSanje
uporabljenih postopkov in uvedbo novih metod, ki bi bile primerne za pripravo

monoklonskih protiteles, uporabnih v diagnostiki ali terapiji.

2.3.2 Delovna hipoteza

Nasa hipoteza je bila, da zlivanje celic lahko izvedemo na nacin, ki se ga da
uporabiti v hibridomni tehnologiji in da zlivanje z elektri¢nimi pulzi lahko v tem
primeru pri ustreznih parametrih nadomesti zlivanje s polietilenglikolom z

najmanj enakim izplenom.
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3 MATERIALI IN METODE
31  VPLIV ELEKTRICNIH PARAMETROV NA ZLIVAN]JE CELIC

311 Mediji in gojenje celic

Vpliv elektri¢nih parametrov na zlivanje celic smo proucevali na dveh pritrjenih
celi¢nih linijah. Uporabili smo celice miSjega melanoma B16F1 in ovarijske celice

kitajske hré¢ice CHOKT1, ki smo jih pridobili iz Evropske zbirke celi¢nih kultur.

Celice miSjega melanoma B16F1 smo gojili v Eaglovem mediju (EMEM; Sigma,
ZDA), ki smo mu dodali zarodni tele¢ji serum (FCS, Sigma, ZDA) v kon¢ni
koncentraciji 10%, L-glutamin (20 mM; Gibco BRL, Velika Britanija) ter antibiotika
crystacillin v obliki K soli benzilpenicilina (200 IE/ml, Pliva, Hrvaska) in

gentamicin v obliki gentamicinijevega sulfata (8 pg/ml, Lek, Slovenija).

Ovarijske celice kitajske hr¢ice CHO smo gojili v hranljivem mediju (F-12 HAM,
Sigma, ZDA), ki smo mu dodali zarodni tele¢ji serum (FCS, Sigma, ZDA) v kon¢ni
koncentraciji 10 %, L-glutamin (10 mM; Gibco BRL, Velika Britanija) ter antibiotika
crystacillin v obliki K soli benzilpenicilina (200 IE/ml, Pliva, Hrvaska) in

gentamicin v obliki gentamicinijevega sulfata (8 pg/ml, Lek, Slovenija).

Pripravljene medije ter razlicne dodatke smo sterilizirali s filtracijo preko
celulozno-acetatnega filtra z velikostjo por 0,2 pm. Celice smo gojili v inkubatorju
pri temperaturi 37 °C v 5 % CO; atmosferi in 90 % vlagi. Celice obeh celi¢nih linij
rastejo pritrjene v monosloju. Gojili smo jih v stekleni¢kah z velikostjo 25 cm?.
Rutinsko smo jih presajali dvakrat na teden z 0,25 % raztopino tripsina z EDTA
(Sigma, ZDA). Tripsinizirali smo jih pol minute, nato tripsin odstranili in njegovo

delovanje ustavili po eni minuti z gojis¢em, ki je vsebovalo telecji serum.
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Poskus smo izvedli cetrti dan po nasaditvi, en dan pred tem pa smo zamenjali
gojisce. Za poskus smo celice odlepili od podlage s tripsinizacijo na enak nacin kot

pri presajanju.

3.1.2  Elektroporacija

Za poskuse smo celice centrifugirali 5 minut pri +4 °C in 1000 obratih na minuto.
Nato smo jih resuspendirali v izoozmolarnem poracijskem mediju z nizko ionsko
jakostjo. Ta medij je vseboval 10 mM K fosfatni pufer (K:HPO4/KH2POy), 250 mM
saharozo, ter 1 mM MgCl, njegova pH vrednost pa je bila 7,4. Ta medij smo
povzeli po literaturi, saj je najpogosteje uporabljan medij [Teissie in Rols, 1986].
Njegova sestava naj bi bila optimalna za zlivanje celic. V tem gojis¢u smo
pripravili celi¢no suspenzijo ene celi¢ne linije s koncentracijo 5 x 10° celic/ml tako
za dolocitev stopnje permeabilizacije kot za dolocitev izplena zlivanja, saj smo

opazovali zlivanje celic iste celi¢ne linije med seboj.

100 pl celi¢ne suspenzije smo z mikropipeto vnesli med Stiri valjaste elektrode, ki
so bile vpete v oglis¢ih kvadrata. Razdalja med paroma diagonalno nasprotnih
elektrod, med kateri smo dovedli pulze je bila 5 mm. Elektrode iz nerjavecega
jekla so bile izdelane v Laboratoriju za biokibernetiko Fakultete za elektrotehniko

[Rebersek, 2001].

Kapljico smo namestili tako, da so bile omocene vse &tiri elektrode, kar zagotavlja
relativno homogeno elektri¢no polje [Kanduser in sod., 2003]. Elektrode smo pred
vsakim poskusom sprali s fiziolosko raztopino in jih osusili s sterilno gazo. Na
elektrode smo dovedli pulze z ustreznim ¢asovnim potekom (amplituda, trajanje
pulzov, stevilo pulzov, frekvenca pulzov) in smerjo. Pravokotne napetostne pulze
smo generirali z elektroporatorjem, prav tako izdelanim v Laboratoriju za

biokibernetiko [Rebersek, 2001]. Napetost in tok smo med meritvami opazovali z



Trontelj K. Optimizacija elektrofuzije celic sesalcev v pogojih in vitro.

Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Interdisciplinarni podiplomski $tudij biotehnologije, 2005

dvokanalnim spominskim digitalnim osciloskopom LeCroy 9310C (LeCroy, ZDA).
Epruveto s celi¢no suspenzijo smo med meritvami hranili pri temperaturi +4 °C.
Po elektroporaciji smo celice obravnavali razli¢no za dolocitev permeabilizacije in

zlivanja.

3.1.3 Permeabilizacija

Permeabilizacijo celic smo spremljali z merjenjem fluorescence propidijevega
jodida, kot opisuje Macek Lebar [Macek Lebar, 1999]. Propidijev jodid je
fluorescentno barvilo, ki ne more skozi intaktno neporirano membrano. Ce mu s
permeabilizacijo omogoc¢imo, da pride v celico, se v njej veze na DNK. Vezano na

DNK fluorescira svetlobo v obmocju valovnih dolzin 430 - 570 nm.

Fluorescenca nevezanega propidijevega jodida je 1000-krat manjSa. Prav ta
lastnost mu daje prednost pred drugimi fluorescentnimi barvili; po
elektropermeabilizaciji nevezanega propidijevega jodida namre¢ ni potrebno
odstraniti, saj meritve s fluorescentnim mikroskopom ne moti. Tako se izognemo
odvednemu pipetiranju in centrifugiranju, ki lahko dodatno mehansko poskoduje

celice [Rols in Teissie, 1998].

Permeabilizacijo smo dolocali z invertnim fluorescentnim mikroskopom Axiovert
200 (Zeiss, Nemcija). Za meritev fluorescence propidijevega jodida smo pred
elektroporacijo 100 pl celi¢ne suspenzije zmesali z 10 pl propidijevega jodida (0,1
mM, Sigma, ZDA). Takoj po elektroporaciji smo kapljico s suspenzijo celic iz
prostora med elektrodami z mikropipeto prenesli v vdolbinico mikrotiterske
plosce s 24 vdolbinicami in po petih minutah zajeli slike v parih, fazni kontrast in

fluorescenco za isto vidno polje.
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Za vzbujanje smo uporabili Xenonovo oblo¢nico z monokromatorjem, ki prepusca
le ozek (20 nm) pas svetlobe. Valovno dolzino smo nastavili na 510 nm (zelena
svetloba). Dikroi¢no zrcalo je prepuscalo svetlobo z valovnimi dolZinami nad 560
nm. Uporabili smo filter za izsevano svetlobo za Rhodamin in Phycoerythrin, BP

580/30, ki je prepuscal svetlobo v obmocju med 565 nm in 595 nm.

Uporabili smo objektiv z dvajsetkratno povecavo. Slike smo zajeli z digitalno
IMAGO CCD kamero VISICAM 1280 (Visitron, Nemcija) z locljivostjo 1280 x 1024

tock, analizirali pa smo jih s programom Meta Morph 5.0 (Visitron, Nemcija).

Delez permeabiliziranih celic smo dolo¢ili iz razmerja med fluorescirajo¢imi
celicami in vsemi celicami, ki smo jih presteli na slikah, posnetih s faznim
kontrastom. Kontrolno meritev, s katero smo doloc¢ili delez mrtvih celic, smo
izvedli enako kot ostale meritve, le da na elektrode nismo privedli elektri¢nih

pulzov.

Propidijev jodid s¢asoma prehaja tudi v zdrave nepermeabilizirane celice, zato je
potrebno meritve opraviti v manj kot 30 minutah po elektroporaciji. S ¢asom
narasca tudi intenziteta fluorescence v permeabiliziranih celicah, zato smo slike
pri vseh vzorcih zajeli v enakem ¢asovnem obdobju, to je od 5 do 9 minut po

elektroporaciji. V tem ¢asu nismo zaznali spreminjanja intenzitete.

314 Zlivanje celic

Uporabili smo protokol, ki smo ga priredili po Teissie in Rols [Teissie in Rols,
1986]. V najvec dvajsetih sekundah po elektroporaciji smo suspenzijo celic prenesli
v centrifugirko in v centrifugo. Celice so v fuzogenem stanju samo kratek ¢as po

elektroporaciji, potem pa vzpostavijo intaktno stanje na membrani in do fuzije ne
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more vec priti. Elektroporirane celice smo centrifugirali (Sigma, ZDA) pet minut

pri 50xg (525 vrtljajev na minuto) in temperaturi +4 °C.

S to hitrostjo smo zagotovili stik med celicami, celice pa ohranili neposkodovane.
Celice so po poraciji namre¢ bolj obcutljive in ne prenesejo vecje hitrosti
centrifugiranja. Po centrifugiranju smo vzorce v centrifugirkah za 10 minut
prenesli v inkubator (37 °C, 5 % CO»), nato pa jih razred¢ili v 1,9 ml medija in jih
nanesli v petrijevke (35 mm2, TTP, Svica). Celi¢no suspenzijo v petrijevkah smo

nato priblizno 24 ur gojili pri 37 °Cin 5 % atmosferi COx.

3.1.5 Detekcija zlitih celic

Celice smo pustili priblizno 24 ur, da so se pritrdile na podlago, hkrati pa se Se
niso pricele deliti. Ce niso pritrjene, so okrogle in ne vidimo jeder, kar nam
onemogoca ovrednotenje oziroma Stetje celic. Ce se celice za¢nejo deliti, lahko
izgubimo pravilno razmerje med $tevilom vecdjedrnih in enojedrnih celic zaradi
morebitno razli¢nih delitvenih ¢asov, poleg tega so hitro pregoste za rast, zato

zac¢nejo odmirati.

Z invertnim mikroskopom CK40 (Olympus, Japonska) smo zajeli po pet slik na
vzorec in presteli celice na njih (najmanj 400 celic na vzorec). V zacetnih poskusih
smo zajemali slike neobdelanih celic v gojis¢u. Zaradi lazje detekcije smo v
kasnejsih poskusih celice v petrijevkah fiksirali 5 minut s 96 % metanolom (Merck,

Nemcija) in jih nato pred Stetjem pobarvali z barvilom Giemsa (Sigma, ZDA).

3.1.6  Dolocitev izplena zlivanja

Izplen zlivanja celic smo definirali kot stevilo jeder v vecjedernih celicah, deljeno s

Stevilom vseh jeder. Pri vsakem poskusu smo izvedli tudi kontrolo. Pri kontroli
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smo s celicami ravnali enako kot pri vseh elektri¢nih obdelavah, le da na elektrode
nismo dovedli elektri¢nih pulzov. Delez jeder v vecjedrnih celicah v kontroli smo
prikazali pri vsakem rezultatu na enak nacin kot deleZ jeder v vec¢jedrnih celicah
pri obdelavi z elektri¢nimi pulzi. Vse transformirane celi¢ne linije imajo namre¢ v
svoji normalni populaciji vecjedrne celice, ki niso posledica postopka zlivanja.

Take celice lahko nastanejo zaradi nepravilne delitve transformiranih celic.

) Stevilo jeder vvecjedrnih celicah
izplen = — - 4)
Stevilovseh jeder

Pri prikazu rezultatov smo upostevali tudi preZivetje celic. Stevilo jeder v kontroli
smo dolo¢ili za 100% in glede na to Stevilo izrac¢unali odstotek preZivetja celic pri
posameznih obdelavah. Stevilo jeder v kontroli je lahko manjse od stevila jeder pri
posamezni obdelavi. S to metodo zato lahko dobimo vrednosti prezivetja celic pri
posameznih obdelavah, ki so vedje od 100 %. Izplen, pri katerem upos$tevamo

preZivetje celic, smo oznacili izplen*. Izra¢unali smo ga po naslednji enacbi:

izplen* = izplen - P[%] , @)

kjer je P prezivetje celic v odstotkih. Pri vsaki obdelavi smo izrac¢unali tudi
povprecno Stevilo jeder na vecjedrno celico. To vrednost smo poimenovali indeks
polinukleacije Ir. Da bi dobili dejanski izplen zlitih celic, ki smo ga oznacili

izplen**, smo rezultate korigirali s to vrednostjo po naslednji enacbi:

izplen** =izplen*-211, (6)

Po tej enacbi namesto deleza jeder, ki so v vedjedrnih celicah dobimo delez

vedjedrnih celic. Le-ta je manjsi ali kve¢jemu enak delezu jeder v veéjedrnih celicah
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v primeru, ko sta v vseh vecjedrnih celicah po dve jedri. Delez celic ra¢unamo, ker

nas pri uporabi zlitih celic ponavadi ne zanima, koliko jeder imajo.

3.1.7 Statisti¢na obdelava rezultatov

Statisti¢no znacilno razliko med vrednostmi permeabilizacije in izplena zlitih celic
pri razlicnih obdelavah smo ugotavljali z dvoparametersko ANOVA metodo.
Razlike med obdelavami s pulzi v razlicnih smereh smo wugotavljali z
Bonferronijevim t-testom, ki je najbolj restriktiven od obstojecih testov za
primerjanje povprecij. Statisticno obdelavo smo izvedli v programu Sigma Stat

(SPSS Inc., ZDA)).

32  PRIPRAVA HIBRIDOMSKIH CELICNIH LINIJ

3.21 Mediji in gojenje celic

Za pripravo hibridomskih celi¢nih linij smo uporabili humane limfocite B iz
vranice, ter misje mielomske celice NS1 za fuzijske partnerje. Oboje smo dobili v
Centru za razvoj in za proizvodnjo diagnosti¢nih reagentov na Zavodu RS za

transfuzijsko medicino.

3.21.1 Gojenje mielomskih celic

Za gojenje misjih mielomov smo uporabili Eaglov medij, modificiran po Dulbeccu,
DMEM (ICN, ZDA), ki vsebuje visoko koncentracijo glukoze (4,5 g/1) ter vse
potrebne soli in aminokisline. DMEM mediju smo dodali 3,7 g/1 NaHCO; (Sigma,
ZDA) ter 2,38 g/1 HEPES-a (Sigma, ZDA). Tako pripravljen medij imenujemo
nekompletni DMEM. Hranimo ga lahko dlje ¢asa pri +4 °C.
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Tik pred uporabo smo dodali mediju zarodni telecji serum (Fetal Clone I, Hyclone,
ZDA) v kon¢ni koncentraciji 13%, ter L-glutamin (10 mM, Sigma, ZDA),
crystacillin v obliki K soli benzilpenicilina (400 IE/ml, Pliva, Hrvaska) in
streptomicin (120 IE/ml, Sigma, ZDA), da smo dobili hranljivi DMEM medij, ki ga
imenujemo kompletni DMEM.

Celi¢ne linije, ki so bile shranjene v teko¢em dusiku, smo odmrznili en teden pred
tuzijo. Ker se te celice delijo vsakih 10 ur, smo jih na dva do tri dni dohranjevali s

svezim kompletnim DMEM.

Dan pred poskusom smo celicam popolnoma odstranili porabljeni medij ter jih
resuspendirali v svez medij v kon¢ni koncentraciji 2-3 x 10° celic/ml. S tem smo
dosegli, da so bile celice v ¢asu fuzije v zgodnji logaritemski fazi rasti. Celice smo
pobarvali z 0,2 % barvilom Nigrozin, nato pa presteli na hemocitometru.

Viabilnost celic pred zlivanjem je bila visja kot 95 %.

3.2.1.2 Priprava suspenzije limfoblastov

Uporabili smo humane limfocite iz vranice, ki so bili izolirani na Ficolu
Histopaque - 1077 (Sigma, ZDA) in zamrznjeni v teko¢em dusiku. Teden dni pred
poskusom smo celice odmrznili in jih do poskusa vzdrzevali v kompletnem
DMEM mediju v inkubatorju pri temperaturi 37 °C v 5 % COz atmosferi in 90 %

vlagi. Celice smo presteli na hemocitometru.

3.2.1.3 Gojenje heterohibridomov

Za gojenje heterohibridomov smo uporabili enako gojis¢e, saj serum Fetal Clone I

vsebuje vse komponente, ki so potrebne za rast mi§jih in cloveskih
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heterohibridomov. Gojis¢u smo dodali Se meSanico oksalata, piruvata in inzulina

(OPL, Sigma, ZDA), ki izbolj$a rast hibridomov.

Za selekcijo hibridomov po fuziji potrebujemo t.i. selektivni medij. Pripravili smo
ga tako, da smo 98 ml kompletnega DMEM dodali 2 ml 50 x koncentrirane
raztopine hipoksantina, aminopterina in timidina (HAT, Sigma, ZDA), ki vsebuje
6,8 mg hipoksantina, 0,95 mg aminopterina ter 19,5 mg timidina v 99 ml

destilirane vode.

Po priblizno dveh tednih gojenja hibridomskih celi¢nih linij v HAT kompletnem
DMEM mediju smo ta medij zamenjali s HT kompletnim DMEM medijem, ki ne
vsebuje aminopterina. Pripravljene medije ter razliéne dodatke smo sterilizirali s
tiltracijo preko celulozno-acetatnega filtra z velikostjo por 0,2 pm. Celice smo gojili

v inkubatorju pri temperaturi 37 °C v 5 % CO. atmosferi in 90 % vlagi.

3.2.2  Elektroporacija

Za poskuse smo celice pripravili na enak nacin kot je opisano v poglavju 3.1.2 za
celice B16F1 in CHOK1. V tem primeru smo pripravili suspenzijo iz dveh vrst
celic. Pripravili smo suspenzijo iz mielomskih celic in limfocitov v razmerju celic

1:1 in s koncentracijo 5 x 10° celic/ml.

Elektroporacijo smo izvedli na enak nacin kot je opisano v poglavju 3.1.2. Pri
prvem poskusu smo uporabili enake obdelave (kombinacije elektri¢nih
parametrov), kot pri celicah B16F1 in CHOKI. Pri drugem poskusu smo uporabili
eno od teh obdelav in $e dve nekoliko spremenjeni obdelavi. Parametri so podani

v preglednici 1.
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Preglednica 1: Elektri¢ni parametri, ki smo jih uporabili za pripravo

hibridomov:
Table 1: Electrical parameters used for creating hibridomas:
Prvi poskus: Drugi poskus:

800 V/cm, 6 pulzov, 100 um 1000 V/cm, 10 pulzov, 100 um
800 V/cm, 10 pulzov, 100 pm 1000 V/cm, 10 pulzov, 200 um
1000 V/cm, 10 pulzov, 100 pm | 1000 V/cm, 10 pulzov, 500 pm

3.2.3  Zlivanje celic

Uporabili smo enak protokol kot za celice B16F1 in CHOKI. V najve¢ dvajsetih
sekundah po elektroporaciji smo celice prenesli v centrifugo. Centrifugirali smo jih
pet minut pri 50xg (525 vrtljajev na minuto) in temperaturi +4 °C. Po
centrifugiranju smo vzorce v centrifugirkah za 10 minut prenesli v inkubator (37

°C, 5 % CO»), nato pa jih razredc¢ili v 0,9 ml medjija.

Celice smo nasadili v mikrotiterske plosée s 96 luknjicami. V luknjice smo nalili po
100 pl celiéne suspenzije. S tem smo v vsako luknjico nasadili 5 x 10* celic. V
luknjice, ki se nahajajo na enem robu plos¢ice, smo nalili samo suspenzijo
mielomskih celic za kontrolo ucinkovitosti selektivnih medijev. Ostalih robnih

luknjic nismo uporabili zaradi ve¢je moZznosti okuZbe in izhlapevanja.

3.24  Rast hibridnih celic ter selekcija stabilnih celi¢nih linij

Po zlivanju smo celice gojili v HAT selektivnem mediju, v katerem preZivijo le
hibridomi. Medij smo menjali po dveh do treh dneh. Po &tirinajstih dnevih smo
HAT medij zamenjali s HT medijem, v katerem smo celice gojili priblizno en

teden. Kasneje smo celice gojili v kompletnem DMEM mediju.

35
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Prve klone hibridomov smo z mikroskopiranjem nasli v sedmih dneh po fuziji,

priblizno po enem mesecu pa smo testirali prisotnost protiteles.

Po testiranjih smo celi¢ne linije prenesli v mikrotiterske plosce s 24 luknjicami. Z
gojenjem hibridomov v mikrotiterskih plos¢ah s 24 luknjicami smo dobili dovolj
celic, da smo jih prenesli v majhne steklenicke. Hibridome smo v steklenickah

namnozili do koli¢ine, ki je dovolj velika za zmrzovanje.

3.25 Presejalni testi

Namen vseh presejalnih testov je, da izmed nastalih hibridomov s hitro, enostavno
in poceni metodo izberemo tiste, ki proizvajajo Zeljena protitelesa. Prva testiranja
izvedemo v dveh tednih po zlivanju, ko imamo na razpolago priblizno 100 pl
supernatanta iz vsake od luknjic, ponovna testiranja (rescreening) pa z vzorci
supernatantov iz vedjih luknjic, v katerih imamo za testiranje na razpolago tudi do

1,5 ml supernatanta.

Testiranje na tej stopnji je Se posebej pomembno, ker mnogi hibridomi izgubijo
kromosome za proizvodnjo protiteles ali pa jih prerastejo celicne linije
hibridomov, ki izrazajo kaksna druga protitelesa ali pa nobenih. Ker zadnji ne
proizvajajo protiteles, lahko zelo hitro prerastejo hibridome, ki proizvajajo

protitelesa.

V nasem primeru smo prisotnost specifi¢nih protiteles dolocali s testi aglutinacije.
Izvedli smo jih s Coombs Liss gelsko kartico (Diamed, Svica). Uporabili smo
eritrocite dajalcev z ustreznimi antigeni ve¢ krvnoskupinskih sistemov (Dulffy,
Kell in Rh). Jakost aglutinacije v posameznih luknjicah smo po mednarodnih

pravilih izraZali z oznakami od enega do stirih krizev.
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3.2.6  Kloniranje in shranjevanje hibridomov

Pri kloniranju Zelimo iz luknjice, v kateri smo s presejalnimi testi odkrili Zeljena
protitelesa, izolirati celico, ki proizvaja ta specifi¢na protitelesa. Na ta na¢in Zelimo
pridobiti stabilno monoklonsko celi¢no linijo, ki jo gojimo en do dva meseca, da se
prepricamo, ali je stabilna. Heterohibridomi med misjimi mielomi in ¢loveskimi
limfociti namre¢ mmnogokrat izgubljajo cloveske kromosome za rast. V tem
primeru lahko nekaj ¢asa odli¢no rastejo in proizvajajo protitelesa, priblizno po

dveh tednih pa propadejo.

Za zamrzovanje smo celice presteli, nato pa za pol ure postavili na led. Celice smo
5 minut centrifugirali v hlajeni centrifugi (+4 °C) pri 1200 obratih na minuto. Med
tem smo pripravili medij za zamrzovanje, ki vsebuje 10 % dimetilsulfoksida
(DMSO, Sigma, ZDA) in 45 % zarodnega telecjega seruma Fetal Clone I v
nekompletnem DMEM. K peletu, ki je nastal pri centrifugiranju, smo dodali
primeren volumen ohlajenega medija za zamrzovanje, tako da je bila kon¢na
koncentracija celic v ampulah za zamrzovanje 1 x 107 celic/ml. Ampule smo

shranili za nekaj ur na -70 °C, v 24 - ih urah pa v tekoc¢i dusik.

Pri odmrzovanju smo v centrifugirke odpipetirali 10 ml ohlajenega kompletnega
DMEM. Celice smo na hitro odtopili v vodni kopeli na 37 °C, jih resuspendirali v
manjSem volumnu pripravljenega medija iz centrifugirke in suspenzijo prenesli
vanje. Suspenzijo smo centrifugirali 5 minut pri 1200 obratih na minuto, nato pa

smo pelet resuspendirali v obi¢ajnem mediju ter celice presteli.
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4 REZULTATI

41  VPLIV ELEKTRICNIH PARAMETROV

Izbrali smo tri razli¢ne obdelave (pulze z razli¢nimi kombinacijami vrednosti
elektri¢nih parametrov): stevilo pulzov 6 ali 10 ter amplituda pulzov (oziroma
razmerje med napetostjo in razdaljo med elektrodama) 800 V/cm in 1000 V/cm.
Vsi pulzi so bili dolgi 100 ps, ponavljali pa so se na 13 ms (njihova ponavljalna

frekvenca je bila 77 Hz). Omenjene obdelave so prikazane na sliki 7.

u/d
[Viem]
1 2 6
800
obdelava A 0 01 /\/ 13 13,1“ 78 781  t[ms]
u/d
[Viem]
1 2 10
800 |
obdelava B 001 g 13 13,1 Ay 195 1951 t[ms]
u/id
[Vicm]
1 2 10
1000
obdelava C 0 01 Y 13 13.1W 195 1951 t[ms]

Slika 7: Tri razlicne elektricne obdelave: A - obdelava s Sestimi pulzi z
amplitudo 800 V/cm, B - obdelava z desetimi pulzi z amplitudo 800 V/cm in
C - obdelava z desetimi pulzi z amplitudo 1000 V/cm.

Figure 7: Three different electrical treatments: A - treatment with six pulses
with an amplitude of 800 V/cm, B treatment with ten pulses with an
amplitude of 800 V/cm in C - treatment with ten pulses with an amplitude of
1000 V/cm.
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Vsako kombinacijo parametrov smo izvedli s tremi razlicnimi kombinacijami
smeri pulzov, ki so prikazane na sliki 8. Tako smo dobili devet razli¢nih obdelav
celic. Pri vseh obdelavah smo dolocili deleZ permeabiliziranih celic in izplen zlitih

celic.

DA <«

D  — <
— — >
<« — \AAZ
<« o

Slika 8: Tri razli¢ne kombinacije smeri pulzov (za Sest pulzov).

Figure 8: Three different combinations of pulse directions (for six pulses).

411 Permeabilizacija

4.1.1.1. Intenziteta in Stevilo pulzov

Pri celicah CHOKT1 je bila pri obdelavah z 800 V/cm permeabilizacija manjsa kot
pri obdelavah s 1000 V/cm (p<0,001, slika 9 a), pri obdelavah s Sestimi pa manjsa
kot pri obdelavah z desetimi pulzi (p<0,001, slika 9 b). Pri celicah B16F1 je bila
permeabilizacija pri obdelavah z 800 V/cm manjsa kot pri obdelavah s 1000 V/cm
(p=0,001, slika 9 c), razlike med obdelavami z razli¢nim stevilom pulzov (6 ali 10)

pa niso bile statisti¢no znacilne (slika 9 d).
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Slika 9: Permeabilizacija celic: primerjava razlicnih amplitud in Stevila
elektri¢nih pulzov

Figure 9: Permeabilisation of cells: comparisson of the effect of different
amplitudes and number of electric pulses.
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4.1.1.2. Smer elektri¢nih pulzov

Pri celicah CHOK1 smo med obdelavami z razli¢no usmerjenimi pulzi ugotovili
razlike v vnosu propidijevega jodida. Pri obdelavah s pulzi v pravokotnih smereh
(=¥) smo dobili visjo permeabilizacijo kot pri obdelavah s pulzi v isti smeri (=),
p<0,001, v nekaterih primerih pa tudi visjo od obdelav s pulzi, ki so si sledili v
nasprotnih si smereh (<). Obdelave s pulzi v nasprotnih si smereh se niso

statisti¢no razlikovale od obdelav s pulzi v eni smeri (slika 10).

Pri celicah B16F1 nismo ugotovili statisticno pomembnih razlik v vnosu
propidijevega jodida med obdelavami z razli¢cno usmerjenimi elektri¢nimi pulzi.

Rezultati so prikazani na sliki 11.
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Slika 10: Permeabilizacija CHOK1 celic: A - obdelava s Sestimi pulzi z
amplitudo 800 V/cm, B - obdelava z desetimi pulzi z amplitudo 800 V/cm in
C - obdelava z desetimi pulzi z amplitudo 1000 V/cm; (=) - pulzi v isti smeri,
(©)- pulzi v nasprotnih si smereh in (= &) - pulzi v pravokotnih smereh.

Figure 10: Permeabilization of CHOK1 cells: A - treatment with six pulses
with an amplitude of 800 V/cm, B treatment with ten pulses with an
amplitude of 800 V/cm in C - treatment with ten pulses with an amplitude of
1000 V/cm; (=) - pulses in the same direction, (&)- pulses with opposite
directions and (= &) - pulses in two perpendicular directions.
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Slika 11: Permeabilizacija B16F1 celic: A - obdelava s Sestimi pulzi z amplitudo
800 V/cm, B - obdelava z desetimi pulzi z amplitudo 800 V/cm in C -
obdelava z desetimi pulzi z amplitudo 1000 V/cm; (=) - pulzi v isti smeri,
(©)- pulzi v nasprotnih si smereh in (= &) - pulzi v pravokotnih si smereh.

Figure 11: Permeabilization of B16F1 cells: A - treatment with six pulses with
an amplitude of 800 V/cm, B treatment with ten pulses with an amplitude of
800 V/cm in C - treatment with ten pulses with an amplitude of 1000 V/cm;
(=) - pulses in the same direction, (&)~ pulses with opposite directions and
(=98) - pulses in two perpendicular directions.
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41.2 Zlivanje celic

4.1.2.1. Prezivetje in povprecno Stevilo jeder v celici

Pri razli¢nih obdelavah smo dobili razli¢no preZivetje celic, kar vpliva na dejanski
izplen zivih zlitih celic. Prezivetje celic v posamezni obdelavi smo izrac¢unali tako,
da smo stevilo jeder v vseh celicah v posamezni obdelavi delili s stevilom jeder v
vseh celicah v kontroli. PreZivetje se je razlikovalo pri posameznih obdelavah,

vendar ni bilo nikoli manjse od 75%. Vrednosti so navedene v preglednicah 2 in 3.

PrezZivetje celic B16F1 je bilo pri vseh pogojih boljse kot prezivetje celic CHOKI.

Preglednica 2: Prezivetje celic B16F1 pri poskusih zlivanja celic.

Table 2: Survival of B16F1 cells in the experiments of cell fusion.
prezivetje celic [%]
B16F1 6 pulzov, 10 pulzov, 10 pulzov,
800 V/cm 800 V/cm 1000 V/cm
= 101,8 103,6 104,1
& 95,0 103,5 96,7
=4 91,9 92,1 86,9
Preglednica 3: Prezivetje celic CHOK1 pri poskusih zlivanja celic
Table 3: Survival of CHOKI cells in the experiments of cell fusion.
prezivetje celic [%]
CHOK1 6 pulzov, 10 pulzov, 10 pulzov,
800 V/cm 800 V/cm 1000 V/cm
= 90,2 98,8 87,9
& 85,1 86,5 84,1
=4 82,6 80,3 77,2
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Dolo¢ili smo tudi povprec¢no Stevilo jeder na vecjedrno celico pri vsaki obdelavi.
To vrednost smo poimenovali indeks polinukleacije Ir. Vrednosti za Ir so

navedene v preglednicah 4 in 5.

Preglednica 4: Indeks polinukleacije pri zlivanju celic B16F1.

Table 4: Polynucleation indeks for fusion of B16F1 cells.
indeks polinukleacije [Ip]
B16F1 6 pulzov, 10 pulzov, 10 pulzov,
800 V/cm 800 V/cm 1000 V/cm
= 2,28 2,23 2,23
& 2,28 2,24 2,20
= 2,19 2,29 2,25

Preglednica 5: Indeks polinukleacije pri zlivanju celic CHOKI1.

Table 5: Polynucleation indeks for fusion of CHOKT1 cells.
indeks polinukleacije [Ip]
CHOK1 6 pulzov, 10 pulzov, 10 pulzov,
800 V/cm 800 V/cm 1000 V/cm
= 2,09 2,11 2,08
= 2,08 2,04 2,07
=4 2,40 2,25 2,34

Rezultati zlivanja celic z enosmernimi pulzi so prikazani na tri nacine: najprej
izplen fuzije brez upoStevanja preZivetja celic (izplen), nato z upoStevanjem
prezivetja (izplen*), nato pa Se z upostevanjem indeksa polinukleacije (izplen**). V
tej zadnji moznosti primerjamo med seboj kar Stevilo ve¢jedrnih celic. Rezultati za

enosmerne elektri¢ne pulze so zbrani na sliki 12.
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Slika 12: Zlivanje celic CHOK1 in B16F1 s pulzi v isti smeri - od leve proti
desni: obdelava A: Sest pulzov z amplitudo 800 V/cm, obdelava B: deset
pulzov z amplitudo 800 V/cm in obdelava C: deset pulzov z amplitudo 1000

V/cm.

Figure 12: Fusion of CHOK1 and B16F1 cells with pulses in the same direction
- from the left to the right: treatment A: six pulses with an amplitude of 800
V/cm, treatment B: ten pulses with an amplitude of 800 V/cm and treatment
C: ten pulses with an amplitude of 1000 V/cm



Trontelj K. Optimizacija elektrofuzije celic sesalcev v pogojih in vitro.

Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Interdisciplinarni podiplomski $tudij biotehnologije, 2005

4.1.2.2. Amplituda in Stevilo elektri¢nih pulzov
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Slika 13: Zlivanje celic: primerjava razli¢nih amplitud in stevil pulzov.

Figure 13: Fusion of cells: comparisson of the effect of different amplitudes
and numbers of pulses.
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Pri dolocanju izplena zlivanja B16F1 celic je bil pri obdelavah z 800 V/cm izplen
manjsi kot pri 1000 V/cm (p<0,005) in pri obdelavah s Sestimi pulzi manjsi od
obdelav z desetimi pulzi (p<0,005). Ko smo upostevali preZivetje in indeks
polinukleacije, je skupno ostala statisti¢cno znacilna samo razlika med obdelavami

z razli¢nima Steviloma pulzov (p<0,005) (slika 13 a,b).

Pri doloc¢anju izplena zlivanja CHOKT1 celic je bil pri obdelavah z 800 V/cm izplen
manjsi kot pri 1000 V/cm (p<0,005), razlike med obdelavami z razlicnima
Steviloma pulzov pa niso bile statisticno znacilne. Ce upostevamo Se preZivetje
celic ali preZivetje in indeks polinukleacije, med obdelavami ne dobimo ve¢

statisti¢no znacilnih razlik (slika 13 c,d).

4.1.2.3. Smer elektri¢nih pulzov

Pri dolo¢anju izplena zlivanja CHOKI1 celic so se obdelave s pulzi v pravokotnih
smereh razlikovale od obdelav s pulzi v eni smeri in od obdelav s pulzi v
nasprotnih si smereh. Obdelave s pulzi v nasprotnih si smereh se niso statisti¢no

razlikovale od obdelav s pulzi v eni smeri.

Ko smo upostevali prezivetje (izplen* - slika 14) so ostale razlike med
posameznimi obdelavami, ko smo upostevali Se indeks polinukleacije (izplen**),

pa so izginile vse razlike med obdelavami z razliéno usmerjenimi pulzi.

Pri celicah B16F1 so se obdelave s pulzi v pravokotnih smereh razlikovale od
obdelav s pulzi v eni smeri in od obdelav s pulzi v nasprotnih si smereh. Obdelave
s pulzi v nasprotnih si smereh pa se niso statisti¢no razlikovale od obdelav s pulzi
v eni smeri. Razlike med nekaterimi obdelavami z razli¢no usmerjenimi pulzi so

ostale, tudi ko smo upostevali preZivetje in indeks polinukleacije (slika 15).
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Slika 14: Zlivanje celic CHOKI1 s pulzi v razli¢nih smereh: A - obdelava s
Sestimi pulzi z amplitudo 800 V/cm, B - obdelava z desetimi pulzi z
amplitudo 800 V/cm in C - obdelava z desetimi pulzi z amplitudo 1000
V/cm; ; (=) - pulzi v isti smeri, (&)~ pulzi v nasprotnih si smereh in (=8) -
pulzi v pravokotnih si smereh.

Figure 14: Fusion of CHOKI1 cells with pulses in different directions: A -
treatment with six pulses with an amplitude of 800 V/cm, B treatment with
ten pulses with an amplitude of 800 V/cm in C - treatment with ten pulses
with an amplitude of 1000 V/cm; (=) - pulses in the same direction, (<)-
pulses with opposite directions and (=3d) - pulses in two perpendicular
directions.
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Slika 15: Zlivanje B16F1 celic s pulzi v razli¢nih smereh: A - obdelava s Sestimi
pulzi z intenziteto 800 V/cm, B - obdelava z desetimi pulzi z intenziteto 800
V/cm in C - obdelava z desetimi pulzi z intenziteto 1000 V/cm; (=) - pulzi v
isti smeri, (&)~ pulzi v nasprotnih si smereh in (= &) - pulzi v pravokotnih si
smereh.

Figure 15: Fusion of B16F1 cells with pulses in different directions: A -
treatment with six pulses with an amplitude of 800 V/cm, B treatment with
ten pulses with an amplitude of 800 V/cm in C - treatment with ten pulses
with an amplitude of 1000 V/cm; (=) - pulses in the same direction, (<)-
pulses with opposite directions and (®Jd) - pulses in two perpendicular
directions.
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42  PRIPRAVA HIBRIDOMSKIH CELICNIH LINIJ

421 Priprava stabilnih celi¢nih linij

Za pripravo hibridomov smo najprej uporabili enake obdelave kot pri prvem delu
naloge. To so bili 100 ps trajajo¢i pulzi v vlaku po 6 oziroma 10 pulzov z
amplitudama 800 V/cm in 1000 V/cm. Poleg tega smo uporabili Se obdelavi z
desetimi 200 ps in 500 ps trajajocimi pulzi in amplitudo 1000 V/cm. Za take pogoje
smo se odlocili, ker so limfociti manj$i od mielomskih celic in zato po nasih
pri¢akovanjih za permeabilizacijo potrebujejo visjo amplitudo ali daljse pulze.
Pulze smo dovedli v pravokotni smeri. V vsako luknjico smo nasadili po 5x104

celic.

Preglednica 6: Rezultati poskusov zlivanja limfoblastov in mielomskih celic:

Table 6: Results of fusion of limfoblasts and myeloma cells:
Stevilo Stevilo luknjic, ~ Stevilo viabilnih
nasajenih v katerih so se hibridomov
luknjic pojavili kloni

Obdelava - prvi poskus:

800 V/cm, 6 pulzov, 100 us 27

800 V/cm, 10 pulzov, 100 us 27

1000 V/cm, 10 pulzov, 100 ps | 27 7 2

Obdelava - drugi poskus:

1000 V/cm, 10 pulzov, 100 ps | 43 14 3

1000 V/cm, 10 pulzov, 200 ps 18 6 1

1000 V/cm, 10 pulzov, 500 ps 27 2 /
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Izvedli smo dva poskusa. Pri prvem poskusu smo pridobili dva viabilna klona
hibridomov pri obdelavi s 100 ps dolgimi pulzi (tabela 6). Tudi pri drugem
poskusu je bila najuspesnejsa ista obdelava, pri njej smo dobili tri viabilne klone

hibridomov in enega pri 200 ps dolgih pulzih.

422 Izrazanje monoklonskih protiteles

Hibridomi, ki smo jih pridobili, imajo enake lastnosti kot hibridomi, ki so bili iz
istega izhodnega materiala pridobljeni z zlivanjem s polietilenglikolom (viabilnost,

stabilnost, zamrzovanje).

S testi aglutinacije smo ugotavljali, ¢e hibridomi proizvajajo protitelesa. Rezultat je
primerljiv z rezultatom pri hibridomih, ki so bili iz enakih celic pridobljeni z
zlivanjem s polietilenglikolom. V obeh primerih hibridomi slabo proizvajajo

protitelesa.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

51 METODA ZLIVANJA CELIC

V nasem delu smo preizkusili metodo za zlivanje celic sesalcev v pogojih in vitro.
Metodo smo uspesno izvedli na dveh celi¢nih linijah. Uporabili smo pogoje, za
katere menimo, da so najustreznejsi za zlivanje celic sesalcev. Celice smo
izpostavljali elektricnim pulzom v izoozmolarnem mediju, ki je vseboval

dvovalentne katione in je imel relativno nizko prevodnost.

V eksperimentih smo uporabili taksno koncentracijo celic, ki je dovolj majhna, da
na vse celice v suspenziji vsilimo enako transmembransko napetost, ker Se ne
pride do ucinka sencenja [Pavlin in sod., 2003]. Uporabili smo metodo detekcije z

barvanjem Giemsa, ki omogoca natan¢nejSe ocenjevanje celic in jeder.

Vrednosti izplena zlivanja, ki smo ga dobili z nasimi poskusi, so primerljive z
vrednostmi, ki so jih z uporabo elektri¢cnih pulzov dobili drugi raziskovalci
[Ramos in sod., 2002; Teissie in Ramos, 1998; Rols in Teissie, 1989; Rols in Teissie,

1990b]. Vrednosti izplena zlivanja se pri optimalnih pogojih pribliZujejo 50 %.

Ceprav neposredna primerjava zlivanja celic z elektrino metodo in zlivanja s
polietilen glikolom ni bila izvedena, posamezne Studije kazejo, da samo s

polietilen glikolom ne moremo doseci tako visokih izplenov [Scott-Taylor in sod.,

2000].
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52  PRIMERJAVA VPLIVA RAZLICNIH ELEKTRICNIH PARAMETROV PRI
RAZLICNIH CELICNIH LINIJAH

Vpliv amplitude, trajanja in Stevila elektricnih pulzov na permeabilizacijo celic je
ze dobro poznan. Izbrali smo tiste znane parametre, pri katerih so celice Ze dobro
permeabilizirane, visoka pa je tudi stopnja njihovega prezivetja. Pri teh pogojih
smo torej pri¢akovali in tudi dobili relativno velik delez zivih permeabiliziranih in

zato tudi zlitih celic.

5.21 Prezivetje celic in indeks polinukleacije

V nasih poskusih so se CHOKI1 celice izkazale za obcutljivejSe, saj je stopnja
njihovega prezivetja pri vseh uporabljenih pogojih priblizno 10% niZja kot pri
celicah B16F1. Stopnja prezivetja celic CHOKT1 pri zlivanju se ujema z vrednostmi,
ki jih navajajo drugi raziskovalci [Teissie in Ramos, 1998, Ramos in sod., 2002],

medtem ko za celice B16F1 podatkov v literaturi nismo nasli.

Celi¢ni liniji sta se razlikovali tudi v povpre¢nem stevilu jeder na vecjedrno celico.
Ta vrednost (indeks polinukleacije, prikazan kot povpre¢na vrednost + standardna
napaka) je bila pri celicah B16F1 priblizno enaka za vse obdelave (2,24 + 0,04),
medtem ko je pri celicah CHOKI ta vrednost za obdelave s pravokotnimi pulzi

= (2,33 £ 0,08) vedja kot pri ostalih dveh smereh (2,08 + 0,02).
522 Amplituda in Stevilo pulzov
e Pri dolocanju permeabilizacije za celice CHOK1 smo dobili vecjo

permeabilizacijo pri obdelavah z vi§jo amplitudo in z vedjim Stevilom

pulzov (slika 9).
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Pri dolocanju izplena zlivanja celic CHOK1 smo dobili vedji izplen pri
obdelavah z ve&jo amplitudo, ne pa tudi z vedjim stevilom pulzov. Ce
upostevamo Se prezivetje celic ali preZivetje in indeks polinukleacije, med
obdelavami razlike niso ve¢ statisti¢no znacilne. Se vedno pa se vidi trend
naras¢anja izplena z vecanjem amplitude in Stevila pulzov (slika 13).

Pri dolofanju permeabilizacije za celice B16F1 smo dobili vecjo
permeabilizacijo pri obdelavah z visjo amplitudo, ne pa tudi z vedjim
Stevilom pulzov (slika 9).

Pri doloc¢anju izplena zlivanja celic B16F1 smo dobili vedji izplen tako pri
obdelavah z ve¢jo amplitudo kot tudi z ve¢jim Stevilom pulzov. Ko smo
upostevali preZivetje in indeks polinukleacije, je Se vedno ostala razlika

med obdelavami z razli¢nima steviloma pulzov (slika 13).

Teissie in Ramos [Teissie in Ramos, 1998] sta v svoji Studiji korelacije med

permeabilizacijo in zlivanjem WTT klona celic CHO (ki raste v suspenziji)

ugotovila narascanje permeabilizacije z intenziteto do 1400 V/cm (10 pulzov, 100

us) in s Stevilom do 10 pulzov, kjer sta dosegla nasicenje. Pri zlivanju sta pri

enakih pogojih dosegla nasicenje ze pri 1000 V/cm oziroma petih pulzih ob

upostevanju prezivetja celic. Ti rezultati se ujemajo z nasimi rezultati za celice

CHOK1, medtem ko se celice B16F1 obnasajo drugace.

5.2.3

Smer elektri¢nega polja

Pri celicah CHOK1 smo med obdelavami z razli¢no usmerjenimi pulzi
ugotovili razlike v permeabilizaciji. Obdelave s pulzi v pravokotnih smereh
(=¥) so dale vedji izplen od obdelav s pulzi v eni smeri (=) in od obdelav s
pulzi v nasprotnih si smereh (). Le-te pa se niso statisti¢no razlikovale od

obdelav s pulzi v eni smeri (slika 10).
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e Pri dolo¢anju izplena zlivanja celic CHOK1 so obdelave s pulzi v
pravokotnih smereh (= ¥) dale vedji izplen od obdelav s pulzi v eni smeri
(=) in od obdelav s pulzi v nasprotnih si smereh (). Razlike pa so izginile,
ko smo upostevali prezivetje in indeks polinukleacije. Obdelave s pulzi v
nasprotnih si smereh (<) se niso statisti¢no razlikovale od obdelav s pulzi
v eni smeri () (slika 14).

e Pri dolo¢anju permeabilizacije za celice B16F1 nismo dobili statisticno
znacilnih razlik med obdelavami s pulzi v razli¢nih smereh (slika 11).

e Pri doloc¢anju izplena zlivanja celic B16F1 so obdelave s pulzi v pravokotnih
smereh (= {) dale vedji izplen od obdelav s pulzi v eni smeri (=) in od
obdelav s pulzi v nasprotnih si smereh (<). Razlike so ostale, tudi ko smo
upostevali prezivetje in indeks polinukleacije. Obdelave s pulzi v
nasprotnih si smereh (<) se niso statisti¢no razlikovale od obdelav s pulzi

v eni smeri (=) (slika 15).

Kotnik in sodelavci [Kotnik in sod., 2001b] so pokazali, da je razlika v povrsini
permeabilizirane membrane med obdelavami z enosmernimi pulzi (=) in tistimi s
pulzi v nasprotnih si smereh (<) najvedja pri intenzitetah, ki so tik nad kriti¢no
vrednostjo. Ko povecujemo amplitudo pulzov, pa se ta ucinek zmanjsa za ve¢ kot

polovico.

V nasih poskusih smo uporabili pogoje, ki so blizu optimalnim za permeabilizacijo
oziroma zlivanje membran. Pri teh pogojih je bil u¢inek spremembe smeri pulzov
v nasprotno smer (za 180°) prakti¢no zanemarljiv. Sklepamo lahko, da sta povrsini
permeabiliziranih »kapic« membrane na obeh polih celice (pri kotu 6 = 0° in 180°)

veliki Ze pri uporabi pulzov v isti smeri.

Vecjo razliko smo pric¢akovali med rezultati pri teh dveh orientacijah in rezultati,

ki jih dobimo pri uporabi pulzov, ki so pravokotni drug na drugega, saj s pulzi v
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pravokotni smeri permeabiliziramo tudi membrano na nasprotni kapici pri kotu
0 = 90° in delno pri kotu 0 = 270°, ki jih pri prvih dveh orientacijah nikakor ne
moremo permeabilizirati (oziroma jih lahko permeabiliziramo samo pri pogojih,

kjer je prezivetje celic Ze zelo slabo).

Razlog za majhne razlike med obdelavami s pravokotnimi pulzi in ostalimi pa je
lahko tudi v porazdelitvi elektri¢nega polja v obmocju med elektrodami, kjer se je

nahajala celi¢na suspenzija (slika 16).

Slika 16: Prikazan je tloris elektrod in kapljice celi¢ne suspenzije med njimi.
Dva zaporedna pulza pri obdelavi s pravokotnimi pulzi dovedemo med
elektrodi 1 in 3 ter 2 in 4, torej v pravokotni smeri drug na drugega. Elektri¢no
polje, ki ga povzrocita v prostoru med elektrodami, sta prikazani s polnimi in
¢rtkanimi puséicami.

Figure 16: Schematic of electrodes and the drop of cell suspension between
them. At treatmnet with pulses in perpendicular directions two paralel pulses
are applied between electrodes 1 and 3 and 2 and 4. Resulting electric fields
ared depicted with full and dashed arrows.

Samo tiste celice, ki so se nahajale v osrednjem delu prostora, so bile pri obdelavi s
pravokotnimi pulzi delezne polja v pravokotnih smereh. Ostale, ki so se nahajale v
zunanji lupini kapljice celi¢ne suspenzije, pa so bile pri tem delezne polja v isti

smeri ali v nasprotnih si smereh.
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53  PRIPRAVA HIBRIDOMSKIH CELICNIH LINIJ

5.3.1 Priprava stabilnih celi¢nih linij

Z uporabo elektricne metode zlivanja nam je wuspelo pripraviti stabilne
heterohibridome, ki smo jih uspesno zamrznili. Izplen nase metode je primerljiv z
izplenom metode s polietilenglikolom, s katero so v Centru za razvoj in za
proizvodnjo diagnosti¢nih reagentov pridobivali hibridome med enakimi celicami

pred nasimi poskusi.

Za zlivanje celic, iz katerih smo Zeleli pripraviti hibridome, smo v glavnem
uporabili enake vrednosti elektriénih parametrov kot v prvem delu pri¢ujoce
naloge. To je sicer koristno za morebitno primerjavo obeh poskusov, vendar pa ni
nujno optimalno za nastanek hibridomov. Limfoblasti (po nasih meritvah je njihov
premer v nasem mediju pribliZzno 7 pm) so pribliZzno za polovico manjsi od
mielomskih celic NS1. Iz teorije elektroporacije vemo, da so vecje celice bolj
obcutljive na elektri¢no polje kot manjse celice (enac¢ba 1). Za permeabilizacijo
limfoblastov bi torej potrebovali vec¢jo amplitudo ali vecje Stevilo pulzov kot za
permeabilizacijo mielomskih NS1 celic. To potrjujejo tudi nekatere meritve [Sixou

in Teissie, 1990].

Kwee in sodelavci so primerjali vpliv elektriécnih pulzov na transformirane
humane amnionske (AMA) celice in primarne amnionske celice [Kwee in sod.,
1992]. Ugotovili so, da so primarne celice bolj obc¢utljive kot transformirane. Pri
nizjih amplitudah elektri¢cnega polja so dosegli opazno vecjo permeabilizacijo
(viSje vnose Tripan modrega barvila). Pri pogojih, ki pri transformiranih celicah Se
niso povzrocili nobenih trajnih sprememb, so opazili mocne ireverzibilne celi¢ne

poskodbe in lizo celic.
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V nasih poskusih smo opazili da so bile mielomske celice po obdelavi z
elektri¢nimi pulzi v zelo slabem stanju. Celice so bile nazobc¢ane in so se zelo
pocasi vracale v okroglo obliko. Poleg tega smo uspeli pridobiti hibridome le pri

obdelavah z dalj$imi pulzi in vedjim Stevilom pulzov.

Slabo stanje mielomskih celic (vecje celice) po nasem mnenju kaZe na to, da so te
celice elektri¢ni pulzi Ze mo¢no poskodovali. Iz dejstva, da viabilne hibridome
kljub temu dobimo samo pri nekaterih obdelavah z daljS§imi pulzi oz. ve¢ pulzi in
z vi$jo intenziteto pa sklepamo, da Sele pri teh pogojih tudi limfoblaste (manjse
celice) spravimo v stanje, v katerem so dovzetni za zlivanje. V nasem nadaljnjem
delu bo zato potrebno dolociti optimalne pogoje za permeabilizacijo vsake od

obeh vrst celic posebe;.

Predvidevamo, da se optimalni pogoji za permeabilizacijo obeh vrst celic
razlikujejo med seboj. V tem primeru bo potrebno razviti metodo, ki bo omogocala
istocasno lo¢eno obdelavo obeh vrst celic z elektri¢nimi pulzi. Ta izvedba je
tehni¢no zahtevnejsa zaradi ¢asovne omejitve, ki jo predstavlja ¢as po izpostavitvi

elektri¢nim pulzom, v katerem so celice Se dovzetne za zlivanje.

5.3.2 Proizvodnja monoklonskih protiteles

Hibridomi, ki smo jih pridobili z elektriécno metodo, imajo enake lastnosti kot
hibridomi, ki so bili iz istega izhodnega materiala pridobljeni z zlivanjem s

polietilenglikolom (viabilnost, stabilnost, zamrzovanje).

Izrazanje protiteles je bilo v obeh primerih bolj slabo. To je posledica lastnosti
limfocitov, s katerimi smo izvajali eksperimente, saj le-ti ocitno niso bili dovolj

mocno stimulirani, da bi proizvajali protitelesa v velikih koli¢inah. Te limfocite
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smo uporabili zato, ker so bile tedaj edine, s katerimi so ze prej izvajali zlivanje s

polietilenglikolom in smo le tako lahko primerjali rezultate.

Primerne humane imunokompetentne celice (limfociti B, ki proizvajajo protitelesa
pri ljudeh) je tezko dobiti, saj je ljudi neeticno imunizirati za pridobivanje
imunskih celic v terapevtske ali raziskovalne namene. Tako nam ostanejo le
imunske celice ljudi, ki so se imunizirali naklju¢no (npr. ob boleznih ali mati pred
in pri porodu), ali ljudi, ki so bili pred kratkim cepljeni. Poleg tega moramo
poznati dober testni (screening) sistem, s katerimi protitelesa lahko detektiramo.

Za izboljsanje lastnosti protiteles lahko uporabimo tudi t.i. imunizacijo in vitro.

V prihodnosti zelimo za raziskovanje vpliva razli¢nih elektri¢nih parametrov na
zlivanje ter optimiranje pogojev za ¢im boljsi izplen uporabiti sistem, v katerem
bomo imeli dostopne limfocite v zadostnih koli¢inah ter dober, enostaven, hiter in

poceni testni sistem za doloc¢anje protiteles pri presejalnem testiranju.

54  SKLEPI

Na dveh celi¢nih linijah smo preizkusili preprosto in ucinkovito metodo zlivanja

celic sesalcev z elektri¢nimi pulzi v pogojih in vitro.

Preverili smo izplen zlivanja celic pri obdelavah z razlicnimi vrednostmi
elektricnih parametrov in ugotovili razlike med posameznimi obdelavami.
Spreminjanje smeri elektricnega polja poveca izplen zlivanja in stopnjo
permeabilizacije. Uporaba pulzov dovedenih v pravokotnih smereh je boljsa kot

uporaba pulzov dovedenih v isti smeri.

Metodo zlivanja celic z elektricnimi pulzi smo uspesSno uporabili v postopku

zlivanja misjih mielomskih celic in humanih limfocitov namesto zlivanja s
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polietilenglikolom. Pridobili smo Zive migje in humane heterohibridome. Stevilo
pridobljenih hibridomov je primerljivo s stevilom hibridomov, ki so jih pred nami

pridobili z zlivanjem enakih celic s polietilenglikolom.



Trontelj K. Optimizacija elektrofuzije celic sesalcev v pogojih in vitro.

Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Interdisciplinarni podiplomski $tudij biotehnologije, 2005

6 POVZETEK

6.1 POVZETEK

Elektrofuzija oziroma zlivanje celic z elektri¢nimi pulzi je pojav, pri katerem se
celice, ki so med seboj v tesnem stiku, zaradi prisotnosti kratkotrajnih
visokonapetostnih elektri¢nih pulzov zlijejo med seboj. Ce celice niso v tesnem
stiku, elektri¢ni pulzi povzrocijo samo permeabilizacijo celic, to je zacasno
neselektivno povecanje prepustnosti membrane. Preizkusili smo metodo zlivanja
celic z elektri¢nimi pulzi na dveh pritrjenih celi¢nih linijah v pogojih in vitro.
Primerjali smo celice misjega melanoma B16F1 in ovarijske celice kitajske hr¢ice

CHOKI.

Za zlivanje celic smo uporabili protokol, kjer smo celice spravili v stik po
elektroporaciji s centrifugiranjem. Stopnjo permeabilizacije celic smo dolocali
mikroskopsko s fluorescenco vnesenega propidijevega jodida, zlivanje celic smo

doloc¢ali mikroskopsko, pri ¢emer smo si pomagali z barvanjem Giemsa.

Na permeabilizacijo in zlivanje celic vplivajo razli¢ne lastnosti elektri¢nega polja.
V pric¢ujo¢em delu smo proucevali vpliv amplitude in Stevila pulzov ter smeri
elektri¢nega polja na zlivanje in na permeabilizacijo celic. Najbolj$i rezultat smo
dosegli pri obdelavi z vlakom desetih 100 ps dolgih pulzov z amplitudo 1000
V/cm, ki smo jih dovedli v pravokotnih smereh. Obdelave s pulzi v pravokotnih

smereh so bile v vseh primerih uspesnejse kot obdelave s pulzi v isti smeri.

Zlivanje celic je metoda, ki jo lahko koristno uporabimo v biotehnologiji in
biomedicini. V nasem delu smo uporabili prou¢evano metodo zlivanja celic z
elektri¢nimi pulzi za pridobivanje heterohibridomov iz misjih mielomskih celic

NS1 in ¢loveskih limfocitov z modificirano Koehler Milsteinovo hibridomno
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tehnologijo. Rezultate nase metode smo primerjali s tistimi, ki so jih pred nami
pridobili z zlivanjem enakih celic s polietilenglikolom. Stevilo pridobljenih Zivih

hibridomov je primerljivo.

6.2 SUMMARY

Cell electrofusion is a phenomenon that occurs, when cells that are in close contact
are fused by means of short, high-voltage electric pulses. When cells are not in
close contact, the consequence of the pulses is transient and nonselective increase
of permeabilization of cell membranes without fusion. The purpose of this thesis
was to use the method of electrofusion on two adherent cell lines. We compared

mouse melanoma cells B16F1 and chinese hamster ovary cells CHOK1.

For cell fusion we used pulse first protocol. That means that we made contact
between cells after electroporation by centrifugation. Permeabilization of cells was
determined microscopicly by fluorescence of propidium iodide. Cell fusion was

detected microscopicly with coloration by Giemsa.

Electropermeabilization and electrofusion are dependent on the choice of electric
tield parameters. In this work we studied the influence of amplitude and number
of electric pulses and direction of electric field on the degree of permeabilization
and fusion yield. The best result was achieved at treatment with the train of 10
pulses, with the length of 100 us and an amplitude of 1000 V/cm applied in
perpendicular directions. Treatments with pulses applied in perpendicular
directions were allways more succesful than treatments with pulses applied in one

direction.

Fusion of cells can be useful in biotehnology and biomedicine. In present work

electrofusion was used to produce hibridomas from mouse mieloma cells NS1 and
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human limfocytes with modified Koehler Milstein hibridoma technology. We
obtained viabile human - mouse heterohybridoma in amounts that are
comparable to those previously obtained by fusing the same cells with the use of

polyethylene glycol.
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