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Clanek prikazuje pojav zlivanja celic, pomen tega pojava pri nekaterih Zivljenjsko pomemb-
nih procesih in uporabo elektromagnetnega polja pri kontroliranem zlivanju. Zlivanje celic
je pojav, ki ga Zivi organizmi uporabljajo med razvojem in za regeneracijo tkiv. Ta v Zivih orga-
nizmih poteka specifi¢no, njena vloga je vnaprej dolo¢ena, vodijo pa jo razli¢ni proteini in
proteinski kompleksi. Sposobnost membran, da se zlivajo nespecifi¢no zaradi zunanjega pov-
zroCitelja, kot je npr. elektri¢no polje, pa je pomembna za biotehnologijo, medicino in razi-
skave v biologiji. Omogo¢a nam pridobivanje zelo uporabnih hibridnih celic in njihovih
produktov, kot so monoklonska protitelesa, ter $tudij osnovnih mehanizmov zlivanja. Elek-
trofuzija je u¢inkovita nevirusna in nekemicna metoda zlivanja celic, pri kateri celicne mem-
brane, ki jih Zelimo zlivati, destabiliziramo s kratkimi visokonapetostnimi elektri¢nimi pulzi.
Optimalne vrednosti elektri¢nih parametrov za zlivanje je treba doloditi za vsako vrsto celic
posebej. Poleg destabilizacije membrane z elektri¢nim poljem je treba zagotoviti stik med celi-
cami. V raziskovalne namene se delez zlitih celic (izplen zlivanja) najpogosteje ovrednoti s po-
modjo fluorescentnih citoplazemskih barvil. Pri hibridomni tehnologiji pa s selektivnimi mediji
in izbiro primernih mielomskih celic ohranimo samo zlite celice - hibridome. Izplen hibri-
domov pa je mnogo manjsi od izplena dvojno obarvanih zlitih celic, saj pri hibridomni teh-
nologiji zaznamo samo tiste zlite celice, ki so preZivele in se uspesno delijo.

ABSTRACT

KEY WORDS: cell to cell fusion, electrofusion, electroporation, hybridoma technology

This paper describes the phenomena of cell fusion: it’s importance in life processes and the
use of electromagnetic field in induced electrofusion. Cell fusion is a common phenomenon
in the living organisms during development and later for tissue regeneration. In living orga-
nisms cell fusion is specific; regulated by different specialized fusion proteins and protein
complexes. The ability of membranes to fuse nonspecifically, induced by an external influen-
ce, such as an electric field is, however, important for biotechnology, medicine and research
in biology. It enables us to produce very useful hybrid cells and their products — monoclo-
nal antibodies, and to study basic mechanisms of cell fusion. Electrofusion is an efficient non
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viral and non chemical method for cell fusion, where cell membranes are destabilized by means
of short, high voltage electric pulses. Optimal values of electrical parameters for fusion have
to be determined for each cell line. Besides cell membrane destabilization, contact between
cells should be achieved. In research, fusion yield is most often determined via fluorescent
cell tracker dyes. In hybridoma technology selection media and appropriate mieloma cells
are used, so that only hybrid cells survive. Hybridoma yield is, however, much smaller then
fusion yield detected by means of fluorescent dyes since only fused cells that survive and

proliferate are detected.

UVOD - FUZIJA V BIOLOSKIH
SISTEMIH

Fuzija membran zagotavlja specificen in kon-
troliran prenos molekul iz celic ali vanje ter
zdruZevanje posameznih celic v Zivljenjskih
procesih. V bioloskih sistemih je zelo pogosta
in poteka specifi¢no, usmerjajo jo specializi-
rani proteini (1). Zlivajo se celice med seboj,
pri eksocitozi se celiche membrane zlivajo
z znotrajceli¢nimi organeli. Pri okuZbi z viru -
som pa se celicne membrane zlivajo z virusno
membrano. S fuzijo se za¢ne Zivljenje, pogo-
sta pa je tudi kasneje pri razvoju in obnavlja-
nju tkiv; med drugim misic, kosti, posteljice,
ocesne lece in epidermisa. Opazili so jo tudi
pri transplantaciji kostnega mozga (2).
Proteini, ki vodijo fuzijo pri razli¢nih tipih

celic, so si med seboj razli¢ni. Fuzijski protei -
ni s svojimi konformacijami preuredijo struk -
turo lipidnega dvosloja in s tem usmerjajo
proces fuzije. Identifikacija teh proteinov ali
proteinskih kompleksov (fuzogenov) in meha-
nizmov njihovega delovanja v razli¢nih prime -
rih pa je tema danasnjih raziskav (3). Najbolj
poznani proteini zlivanja celic so proteini Env
HIV, HA influenca in SNARES. Med pomemb -
nej$imi proteini zlivanja pa so $e t.i. »obli -
kovalci membrang, ki dolocajo ukrivljenost
membrane. Le-ta je namre¢ pomemben dejav -
nik pri zlivanju membran, saj naredi mem -
brano fuzogeno (sposobno zlivanja), pribliza
lipidne dvosloje ter zagotovi, da fuzija potece
do konca in kon¢ni produkt procesa ni hemi-
fuzija (vmesno stanje, v katerem sta zlita samo
monosloja v stiku, ne pa tudi oddaljena mono-
sloja obeh lipidnih dvoslojev). Ti proteini
pogosto vsebujejo domene v obliki zagozd,
domene BAR (v obliki banane razli¢nih ukriv -
Jjenosti) ali domene C2 (npr. sinaptotagmi -

ni), ki povzrocijo lokalno povecano ukrivlje-
nost membrane in odstranitev proteinov,
ki zaradi ukrivljenosti ne morejo obstati
na tem delu membrane. Proteini, ki preobli-
kujejo membrano, torej premagajo energijsko
bariero za zlivanje lipidnih dvoslojev, re¢emo
lahko, da pri zlivanju igrajo vlogo katalizator-
jev (4, 5). Potek zlivanja v biolosgkih sistemih
je zelo podoben zlivanju lipidnih dvoslojev,
v katerih ni nobenih proteinov. Zlivanje lipid-
nih dvoslojev najbolje opise model, ki poteka
preko zacetnega hemifuzijskega intermedia-
ta. Iz njega nastane majhna fuzijska pora, ki se
nato povecuje do kon¢nega zlitja dveh mem-

bran (6).

UPORABA FUZIJE
V BIOTEHNOLOGUI
IN MEDICINI

Celi¢na fuzija v biologkih sistemih ve¢inoma
poteka specifi¢no, vodijo jo specializirani pro -
teini. Sposobnost membran, da se zlivajo nes -
pecifi¢no zaradi zunanjega povzrocitelja, kot
je npr. elektri¢no polje, pa je pomembna za
biotehnologijo, medicino in raziskave v bio -
logiji. Omogoca nam pridobivanje zelo upo -
rabnih hibridnih celic in njihovih produktov,
kot so monoklonska protitelesa, ter Studij
osnovnih mehanizmov fuzije.

Postopek za pridobivanje klonske popu -
lacije celic (hibridomov), ki izlo¢ajo protite -
lesa definirane specifi¢nosti, sta Ze leta 1975
razvila Koehler in Milstein in za to leta 1984
prejela Nobelovo nagrado za medicino (7).
Bistvo njune »hibridomne tehnologije«je zli -
vanje limfocitov B, ki proizvajajo protitelesa,
z mielomskimi celicami, ki jih lahko gojimo
v pogojih in vitro. Hibridomi tako rastejo
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v pogojih in vitro, kjer proizvajajo protitele-
sa definirane specifi¢nosti, t. i. monoklonska
protitelesa.

Naslednja zelo aktualna uporaba zlivanja
celic je priprava hibridnih celi¢nih cepiv za
imunoterapijo pri rakavih obolenjih (8).
Tumorske celice imajo raznovrstne in nepred-
vidljive napake, ki onemogocajo delovanje
imunskega sistema. Pogosto je zmanj$ano izra-
Zanje antigenov na povrsini celic (9). Pri imu -
noterapiji raka zmanjsano izraZanje antigenov
nadomestijo z uporabo dendritskih celic, ki
imajo najvedjo moc¢ predstavljanja antige-
nov v imunskem sistemu. Zaradi sposobno-
sti zelo gibljivih dendritskih celic, da prenesejo
antigen do sekundarnih limfati¢nih organov
in aktivirajo efektorske celice T, pa so ideal-
ne za indukcijo specifi¢ne antitumorske imu-
nosti (10). Antigene lahko v dendritske celice
vnesemo na razli¢ne nacine. Eden od nac¢inov
vnosa je zlivanje dendritskih celic s tumorski-
mi. Hibridne celice, ki jih pridobimo na ta
nacin, povzrocajo imunost proti vsem tumor-
skim antigenom, vklju¢no s tistimi, ki jih ne
poznamo. Za uporabo hibridnega celicnega
cepiva pri ljudeh je treba zagotoviti hiter in
ucinkovit postopek za terapijo, preden bole-
zen zacne napredovati. V ta namen je treba
v kratkem Casu pripraviti dovolj velike koli-
¢ine hibridnih celic, zato potrebujemo ucin-
kovit protokol za zlivanje celic.

Pred nekaj leti se je pokazalo, da se tudi
pri obnavljanju tkiv s celi¢no terapijo pojavi
mehanizem zlivanja celic. Pri transplantaci -
jiizvornih celic enega tipa tkiva te celice pod
ustreznimi pogoji ustvarijo tkivo drugega tipa,
prisotnega na mestu transplantacije. V neka -
terih primerih so raziskovalci to sposobnost
celic poimenovali plasti¢nost izvornih celic in
jo uspesno razlozili kot dediferenciacijo in
ponovno diferenciacijo celic v tip tkiva, ki je
prisoten v njihovi okolici (11). V nekaj dobro
opisanih primerih zlivanja transplantiranih
celic, ki izvirajo iz kostnega mozga, s hepato -
citi v jetrih, z nevroni v moZganih in s celi -
cami sréne misice pa so dokazali, da je vzrok
spremembe razvojne usode transplantiranih
celic izklju¢no celi¢no zlivanje (2, 12, 13). To
spoznanje predstavlja moZnost za usmerjeno
celi¢no terapijo z namenom obnavljanja orga -
nov. V primerjavi z virusnimi in kemijskimi
metodami so elektri¢ni pulzi uporabni tudi

v pogojih in vivo. Obstaja pa tudi moznost zli-
vanja v pogojih ex vivo.

Zlivanje celic je prav tako uporabna meto-
da za vnos receptorjev v celi¢cno membrano
ciljne celice, kar omogoca studij njihove struk -
ture in bioloske vloge. Osnovni princip je zlit-
je cloveskih celic, ki vsebujejo receptor za
doloceni patogen, neposredno z epitelnim tki -
vom anestezirane Zivali. Zival je zaradi vne-
senega receptorja dovzetna za okuzbo, zato
lahko sluZi kot model za proudevanje huma-
nih okuzb (14).

Zlite celice so primerne tudi za Studij elek-
trofizioloskih lastnosti celic. Pri proucevanju
t.1. »celic velikanke, ki so jih pripravili z zlit -
jem mnogih celic in dosegajo premere tudi
vec kot 50 ym, se je pokazalo, da imajo te prak-
ti¢no enako membransko kapacitivnost in pre-
vodnost na enoto povrsine kot starSevske
celice normalne velikosti. V celici velikanki
je zaradi moc¢no povecane povr§ine membra-
ne tudi mocno povecano skupno Stevilo ion-
skih prenagalcev. Celice velikanke so zaradi
tega idealne za proucevanje tistih ionskih pre-
nasalcev, ki se jih na nivoju ene same starsev-
ske celice zaradi njihovega majhnega Stevila
in posledi¢no nemerljivo nizkih amplitud
elektri¢nega toka ne da opazovati (15).

Elekirofuzija

Ze leta 1961 so ugotovili, da se pod doloce-
nimi pogoji zlivajo somatske celice in vitro.
Spontano zlivanje somatskih celic so prvi¢
dokazali, ko so identificirali celice z meSani -
mi kariotipi po skupnem gojenju razlicnih
celi¢nih linij v kulturi (16). V zgodnjih sedem-
desetih letih so uvedli viruse in polietilen -
glikol kot agensa za zlivanje protoplastov in
Zivalskih celic. V poznih sedemdesetih letih
pa so prvi¢ porocali o fuziji, ki jo je povzro -
¢ilo zunanje elektri¢no polje, torej o elektro -
fuziji (17). Pri z zunanjimi vplivi induciranem
zlitju nastanejo hibridne hcerinske celice, ki
nosijo oba nabora star§evskih kromosomov
v enem jedru. Za vecino celic je to pogubno,
iz nekaterih hibridnih celic pa lahko po nasled -
njih celi¢nih delitvah nastane stabilna celi¢na
linija z naborom kromosomov, ki ji omogoca
prezZivetje in je sestavljen iz kromosomov
obeh starsevskih celic (18).

Izkazalo se je, da lahko elektri¢no polje
povzrodi zlivanje zelo razli¢nih celi¢nih in
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modelnih membran (lipidnih dvoslojev, lipo-
somov ipd.). Sklepali so, da so za zlivanje
pomembne lastnosti membran, ki so neodvi-
sne od tipa posamezne membrane. Membra-
ne so normalno stabilne strukture, odporne
na zunanje razmere, zato je za zlivanje potreb-
na destabilizacija, to je sprememba moleku-
larne strukture membrane v tako, ki je ugodna
za zlivanje. Poleg tega pa je treba zagotoviti
$e stik med membranami, ki bo omogodil zlit-
je njihovih lipidnih dvoslojev (19).

Destabilizacija membrane

Pri elektrofuziji destabilizacijo membrane
dosezemo z elektroporacijo. To pomeni, da
z uporabo kratkih, visokonapetostnih elektric-
nih pulzov v celi¢ni plazemski membrani pov-
zro¢imo nastanek hidrofilnih por. Le-te so
lahko reverzibilne in se po dolo¢enem casu
zaprejo (angl. resealing), pri nadkritiéni mem-
branski napetosti pa pride do ireverzibilne
porusitve, ko se membrana ne more ve¢ zace-
liti in celica propade (20).

Poenostavljeno lahko reemo, da je z elek-
troporacijo destabilizirana membrana tudi
fuzogena (sposobna zlivanja). Velikost trans-
membranske napetosti, ki je potrebna za zli-
vanje, je namrec¢ pribliZzno enaka kot tista, ki
je potrebna za elektroporacijo. Poleg tega sta
elektroporacija in elektrofuzija podobno funk-
cijsko odvisni tudi od drugih elektri¢nih
parametrov, kot so Stevilo pulzov, ¢as traja-
nja pulza in smer elektri¢nega polja (21-23).

Stik med celicami

Do zlivanja celic seveda pride le, ko so njihove
destabilizirane membrane dovolj blizu sku-
paj. Celice se normalno ne pribliZujejo dru-
ga drugi na razdaljo, ki bi bila dovolj majhna
za fuzijo (=1 nm). Zaradi negativnega nabo-
ja, ki ga ima vecina celic na svoji povrsini,
se namre¢ medsebojno odbijajo. To odbojno
silo je treba premagati, ¢e Zelimo, da se celi-
ce dovolj pribliZzajo, da lahko pride do mesa-
nja lipidnih molekul iz razli¢cnih membran.
Vzpostavitev fuzogenega stanja membrane
z elektroporacijo in zagotovitev stika med celi-
cami sta torej dva nujna dela procesa zliva-
nja celic. Proces so uspesno izvedli v obeh
moznih zaporedjih teh dveh delov, to je v t.i.
protokolih PF (angl. pulse first) in CF (angl.
contact first) (slika 1).

Stik med celicami lahko vzpostavimo na
razli¢ne nacine. Tekom let so poskusali s Stevil -
nimi metodami: od valjanja celic v plasti¢nih
posodah, uporabe posebnih mehanskih komor
do uporabe podtlaka in filtrov (24-26). Upo -
raba vseh nastetih metod se ni uveljavila.
Uporabljali so tudi metodo medsebojne veza-
ve celic s pomodjo avidin-biotinskega mostu,
ki pa je specifi¢na in draga ter ravno tako ni
dosegla Siroke uporabe (27).

Najpogosteje se uporablja dielektrofore-
za, pri kateri celice z uporabo nehomogene-
ga izmeniCnega elektri¢nega polja nizkih
jakosti uredimo v veriZice (angl. pearl chains).
Trenutno vsi komercialno dosegljivi sistemi
za elektrofuzijo delujejo na tem principu. Ta
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Slika 1. Dve zaporedi izvedbe zlivanja celic z elekirofuzijo; najprej elektroporacijia (EP) in nato stik (zgornja shema) fer najprej stik
in potem EP (spodnja shema).
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Slika 2. Tipicna trikanalna slika celic BT6FT po elektrofuzii: celice

5o pred elekirofuzijo obarvane s fluorescentnima barviloma — polo -

vica celic z zelenim (CMFDA) in druga polovica z rdecim (CMRA).
Trikanalna mikroskopska slika je sestaviiena iz treh slik (fazni kon-
trast, fluorescenca CMRA— oranZna (vzbujanje pri 548 nm) in fluo-
rescenca CMFDA— zelena (vzbujanje pri 492nm), 20-kratna
povecava (31). Fluorescentni sliki prispevata rdeco oziroma
zeleno barvo, fazni kontrast pa sivo sliko celic, na kateri so jasno
vidne njihove membrane, kar omogoca nedvoumno prepoznavanje
dvobarvnih celic (pustice). Za zagotavijanje stika med celicami
je bila uporabliena modificirana metoda pritrjevanjo.

metoda zahteva uporabo pufrov nizkih pre-
vodnosti in povzroci segrevanje suspenzije,
kar ni ugodno za celice (24). Po drugi strani
pa omogoca razvoj posebnih komor — mikroci-
pov, tudi preto¢nih, ki bodo omogocali avto-
matizacijo in pospesitev procesa (28, 29).

Pri zlivanju celic, ki so pritrjene na pod-
lago in so konfluentne, je stik med njimi spon-
tan (30). V tem primeru pri fuziji pogosto
nastanejo mnogojedrne celice; to pomeni, da
se veliko celic zlije v eno samo. Take celice pa
redko preZivijo in se delijjo, zato ta metoda
ve¢inoma ni primerna. Obetavne rezultate po
drugi strani daje modificirana metoda pritr-
jevanja, kjer celice gosto nasadimo in pusti-
mo zelo kratek ¢as (od 20 minut do nekaj ur,
odvisno od vrste celic). V tem ¢asu se pritr-
dijo na podlago dovolj moc¢no, da lahko zame-
njamo pufer in izvedemo elektroporacijo,
a ohranijo sferi¢no obliko (31). S to metodo
ve¢inoma dobimo celice, ki imajo malo (od
dve do pet) jeder in so zato v mnogo vedji meri
sposobne proliferacije (slika 2).
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Slika 3. Izplen hibridomov, nastalih iz misjih celic NS1 in primarnih humanih limfocitov B iz periferne krvi. Izplen je definiran kot Stevilo

hibridomoy, ki so nastali, deljeno s tevilom limfocitov B, ki smo jih uporabili. Rezulfati so povprece treh do pefih poskusov. Modri

stolpci predstavijajo poskuse, kjer smo uporabili 8 pulzov z dolzino 100 s, rdeci pa poskuse, kjer smo uporabili 3 pulze z dolzino

15 s (neobjavljeni rezultati).
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Slika 4. Krivulje odvisnosti infenzitete elektroporacije od amplitude elektrichega polja za tii razlicne vrste celic: za humane celicne linije
huNST (r=>5,25 pm), misje celicne linije moNS1 (r=7,75 ym) in primarne humane limfocite B iz periferne krvi (r= 3,6 pm). Intenzi-
teta elektroporaciie je podana kot relativna infenziteta fluorescence propidievega jodida (neobjavlieni rezultati). Propidijev jodid je fluo-
rescentno barvilo, ki ne more skozi neposkodovano membrano. Ce mu z elektroporacijo omogocimo, da pride v celico, se v njej veZe
na DNA. Vezan na DNA flvorescira svetlobo v obmodju valovnih dolzin 430~570nm (34). Povecanje deleZa celic, obarvanih s propi -
dijevim jodidom, zato predstavija deleZ celic, ki so bile uspesno elektroporirane.

Modificirana metoda pritrjevanja je pri-
merna za celice, ki rastejo pritrjene in se tudi
v kratkem casu dovolj mo¢no pritrdijo na pod-
lago. Slabse rezultate pa dobimo s to metodo
pri suspenzijskih celicah, ki se le rahlo pritr -
dijo (usedejo) in se premaknejo Ze zaradi a -
plikacije elektri¢nih pulzov. Kljub temu smo
s to metodo uspeli pripraviti hibridome med
suspenzijskimi mielomskimi celicami NS1
in humanimi limfociti (slika 3).

Pri vseh zgoraj nastetih metodah so celi-
ce Ze v stiku, ko jih izpostavimo elektricnim
pulzom. Nacin, s katerim lahko zagotovimo
stik med celicami po elektroporaciji, pa je
centrifugiranje celic (32, 33). To zaporedje
postopka elektrofuzije (angl. contact first)
naceloma dopusca obdelavo vsake od dveh
vrst partnerskih celic z razli¢nimi elektricni -
mi pulzi. Posebej je to uporabno, ko Zelimo
med seboj zlivati celice, ki za optimalno spo -
sobnost zlivanja potrebujejo obdelavo z raz -
licnimi elektri¢nimi pulzi. Celicne membrane
moramo z elektroporacijo reverzibilno desta-

bilizirati, tako da se membrane zacelijo
(okrevajo) in celice preZivijo. Optimalne
vrednosti elektri¢nih parametrov, s katerimi
dosezemo reverzibilno elektroporacijo oziro-
ma sposobnost zlivanja, pa so odvisne od
velikosti celic in od bioloskih lastnosti posa -
meznih vrst celic ter so zato za razli¢ne vrste
celic razli¢ne (slika 4) (20).

Ce vzpostavljamo stik med celicami z Ze
destabiliziranimi membranami, je pomemb-
no, da to storimo v ¢im krajsem casu po elek -
troporaciji pri nizki temperaturi, ko so celi¢ne
membrane $e sposobne zlivanja. Ta Cas je reda
velikosti sekund do minut in je med drugim
odvisen od intenzivnosti elektri¢nih pulzov
in temperature (35).

Ovrednotenje izplena zlitih celic

Za zaznavanje in ovrednotenje izplena zliva-
nja celic se ve¢inoma uporablja dvojno barva-
nje s fluorescentnimi barvili (slika 2). Izplen
zlivanja se v tem primeru podaja kot delez
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dvojno obarvanih celic. Le-tega lahko dolo¢i-
mo s Stetjem zlitih in nezlitih celic pod mikro-
skopom ali s pretoénim citometrom. Pri
slednjem se je treba zavedati, da dobimo neko-
liko vi§je vrednosti zaradi celi¢nih skupkov,
ki jih meritev prepozna kot zlite celice (25, 36).

Pri hibridomni tehnologiji izplen zlivanja
predstavlja Stevilo hibridomov, nastalih iz lim-
focitov B in partnerskih mielomskih celic, ki
so preZiveli ter se uspes$no delijo. DeleZ pri-
dobljenih hibridomov je zato bistveno nizji kot
delez dvojno obarvanih celic.

ZAKLJUCEK

Zaradi velike uporabnosti zlitih celic in nji-
hovih produktov v biologiji in medicini se je
veliko znanstvenikov posvetilo optimizaciji
protokola elektrozlivanja celic. Elektrozliva-
nje celic je varna metoda, saj ne vkljucuje upo-
rabe kemikalij ali virusov. Je uc¢inkovitejsa kot
druge metode zlivanja, saj omogoca optimi-
zacijo elektri¢nih in drugih parametrov za
vsak sistem posebej. Le-to omogoca izdelavo
posebnih mikrokomor (mikrocipov), ki obe-

tajo poleg vedje ucinkovitosti tudi moZnost
dodatne avtomatske obdelave zlitih celic
(zaznavanje, loCevanje, ipd).
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