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PENGHASlLAH SEL HIBRIOOMA KENGGUNAKAN 
TEKHIK ELEKTROFUSION 

oleh 

MUHAJIR BIN HAMID 
1995 

Dr. Abdul Manaf Bin Ali 

Sains Makanan dan Bioteknologi. 

Pelakuran sel-sel somatik untuk menghasilkan sel hibrid 

adalah teknik yang telah meluas digunakan dalam kebanyakan bidanq 

biologi sel. Elektrofusion adalah di antara teknik yang digunakan 

untuk tujuan pelakuran sel. Fenomena pemecahan membran secara 

berbalik apabila diaruh oleh arus elektrik adalah faktor utama 

berlakunya pelakuran sel. Parameter yang sesuai seperti kekuatan 

medan arus elektrik, komposisi media pelakuran, jenis sel dan cara 

pengendalian perlu dikaji selidik sebelum melakukan proses 

pelakuran. 

Kaj ian dihuat untuk memi 1 ih beberapa parameter yang sesuai 

dalam penghasilan sel hibridoma melalui pelakuran sel Sp2/-Ag14 

dengan sel limfosit mencit yang diimunisasi dengan Virus Sampar 

Ayam (NDV) strain AF2240. Kajian kemandirian menunjukkan 

osmolari ti media pelakuran, kekuatan dan masa pendedahan medan 

elektrik adalah parameter yang memheri kesan kepada kemandirian 

xiii 



sel. Media pelakuran inositol didapati lebih baik sebagai media 

pelakuran berbanding media pelakuran glukosa berdasarkan kepada 

peratus penghasilan sel hibridoma dan kemampuan dalam mengekalkan 

tahap kemandirian sel. Arus ulang alik pada voltan 350 v/cm dan 

frekuensi 2 MHz didapati sesuai untuk proses penjajaran sel 

limfosit dan Sp2/0-Ag14. Arus terus pada voltan 3 kV/cm dengan 

tiga kal i denyutan pada tempoh masa 10 mikrosaat bagi setiap 

denyutan adalah berkesan untuk mengaruh pelakuran sel. Perawatan 

dengan media hipo-osmolar 75 mOs/kg juga dapat meninggikan 

kemungkinan untuk ber lakunya pelakuran. Teknik elektrofusion juga 

didapati sesuai digunakan jika kepekatan sel yang digunakan adalah 

kurang daripada 106/m!. Tetapi jika sel yang digunakan adalah 

pada kepekatan tinggi iai tu melebihi 1011ml, teknik PEG adalah 

lebih sesuai kerana lebih murah dan mudah. 

Dalam penghasilan antibodi monoklon, teknik elektrofusion 

telah berjaya menghasilkan beberapa klon sel hibridoma yang 

merembeskan antibodi monoklon terhadap virus Sampar Ayam (NDV). 

Pengkelasan antibodi juga telah dibuat dan didapati kebanyakkan 

klon merembeskan antibodi kelas IgG yang mempunyai rantai ringan 

jenis lambda. Analisis imunoblot menunjukkan antibodi monoklon 

bertindakbalas dengan protein antigen subunit F2. 

xiv 
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BY 
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1995 
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Food Science and Biotechnology. 

The fusion of somatic cells to produce hybrids is a 

technique that is widely used in many areas of cell biology. The 

electrofusion technique is an al ternati ve way that can be used for 

cell fusion. In electrofusion, reversible membrane breakdown of 

the cell membrane is a key step. The optimun conditions such as 

field strength, fusion media composition, cell type and operation 

techniques have to be carefully studied. 

In this study, various conditions for obtaining hybrids of 

the Sp2-0 Ag14 and murine lymphocytes immunized with Newcastle 

Disease Virus (NOV) Strain AF2240 by electrofusion technique were 

investigated. This study showed that field strength, time 

exposure and osmolarity influenced the viability of the cells. 
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Based on the percentage of hybridoma cells produced and the 

ability in maintaining the level of viability, inositol was a 

better media compared with glucose as a fusion media. An 

alternate current field of 350 V/cm with 2 MHz frequency was the 

optimum condition for the allignment of Sp2/0-Ag14 and Lymphocytes 

cells. A direct current field at 3 kV/cm of 3 time pulses was used 

to form membrane pores and also to induce membrane fusion. 

Treatment with hypo osmolar media also enhanced the yield. 

Electrofusion technique more efficient if the concentration of 

cells used are below than 106/ml. However, if cells 

concentration are more than 107/ml, PEG technique more preferable 

because it is more easy and inexpensive. 

The electrofusion technique has succeeded in producing a few 

hybridoma clone cells which secreted monoclonal antibodies against 

Newcastle Disease Virus. Most of the clones secreted IgGl. 

Immnoblotting analysis showed that the monoclonal antibodies 

reacted with protein antigen of the F2 subunit. 

xvi 



BAB 1 

PEN GEN A L AN 

Pemhentukan sejenis jujukan sel hibrid yang berkeupayaan 

untuk menghasilkan antibodi spesifik terhadap sesuatu antigen 

pertama kali diperkenalkan oleh Kahler dan Milstein (1975). 

Teknik ini adalah hasil daripada percantuman antara sel miloma 

denqan sel limfosit dari haiwan terimun. Sel hibrid yanq terhasil 

dikenali sebaqai sel hibridoma yanq mempunyai sifat seperti sel 

mi lema yanq dapat hidup berterusan secara in vi teo dan sifat sel 

limfosi t yanq merembeskan antibodi . Ianya berupaya untuk 

menqhasilkan antibodi secara in vi teo. Antilxxli yanq dihasilkan 

oleh sesuatu klon hibridoma juqa dikenali sebagai antibodi 

monoklon. Antibodi ini mempunyai kelebihan kerana sifatnya yanq 

monospesifik iai tu ia bertindakbalas terhadap satu penentu 

antiqenik sahaja. Disebabkan ciri ini, antibodi monoklon menjadi 

semakin berquna dalam ujian seroloqi khususnya dalam bidanq 

perubatan, diaqnosis dan pertanian. 

Sel mHoma adalah sel yang telah mengalami tranformasi dan 

berkebolehan untuk hidup berterusan secara in vi teo. Ianya penting 

dalam penghasi Ian sel hibridoma sebaqai sel pasangan untuk 

menerbitkan sifat tak mortal kepada sel hibridema yang terhasil. 

1 



2 

Kebanyakkan sel miloma adalah sel mutan dan tidak menqhasilkan 

enzim hipoxantina quanina fosforibosil transferase (HPRT). Ciri 

ini membantu dalam proses penyarinqan sel hibridoma dalaa 

media pemil ih. 

Sel 1 imfosi t B adalah sel yanq berfunqsi sebaqai sel 

penqhasil antibodi. Sel ini boleh didapati daripada tisu limpa, 

peri feral atau ncxlul !imfa. Kajian tentanq interaksi sel-sel yanq 

ter Ubat dalam proses transformasi sel limfosi t untuk menqhasilkan 

sel 1 imfosi t yanq merembeskan antibodi telah banyak di jalankan 

(Cooper & Lawbon,1974; Sell, 1987). 

Proses percantuman atau pelakuran antara dua sel ini lx>leh 

dilakukan samada melalui teknik bioloqi, kimia atau fizik. 

Melalui teknik bioloqi, virus Sendai serinq digunakan sebaqai aqen 

pelakuran manakala dalam teknik secara kimia pula, polietilina 

qlikol (PEG) biasa digunakan sebaqai aqen pelaJruran. Kedua-dua 

teknik konvensional ini telah lama dikaji dan dipraktikkan dalam 

penqhasilan hibridoma. Namun penqgunaaD teknik ini masih terhad 

dan tidak banyak manipulasi dapat dilakukan untuk meninqkatkan 

kualiti penqhasilan sel hibridama (Zimmermann , 1986). 

Satu cara untuk menqatasi faktor penqhad ini adalah melalui 

teknik elektrofusion. Teknik ini berjaya memberi pilihan kepada 
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para penqkaji hioloqi sel untuk meneruskan kajian mereka. 

Elektrofusion adalah satu teknik pelakuran secara fizik dan telah 

diperkenalkan pada awal tahun 1980an (Senda et al., 1979; 

Zimmermann & Scheurich, 1981). Secara umumnya, mekanislIll 

elektrofusion holeh dibahaqikan kepada -dua proses. Pertama, sel 

didedahkan kepada arus elektrik ulanqalik untuk meranqsanq 

pemhentukkan penjajaran sel. Keduanya, hi la sel-sel berada dalam 

keadaan bersentuhan dan membentuk rantaian, denyutan arus terus 

dikenakan untuk meranqsanq pembentukan lianq pada memhran sel. 

Pembentukan lianq ini akan meranqsanq percantuman membran sel yanq 

bersentuhan melalui proses penyusunan semula membran. 

Kejayaan teknik elektrofusion amat berqantunq kepada faktor 

hioloqi dan fizikal. Faktor hioloqi termasuklah jenis sel, media 

pelakuran, pra-perawatan dan media kultur manakala faktor fizikal 

adalah voltan arus elektrik, konfiqurasi elektrod dan suhu. 

Sehinqqa kini, teknik ini masih diperinqkat kajian lanjut dan 

belum berkemampuan untuk menqambil alih teknik kimia dan 

hioloqikal secara keseluruhan. Walau baqaimana pun elektrofusion 

mempunyai potensi cerah tidak hanya dalam kajian pelakuran sel 

tetapi juqa dalam kajian membran dan qenetik. Antara kelehihan 

elektrofusion adalah ianya holeb diqunakan untuk kebanyakkan 

jenis sel dan proses holeh dikawal dan dimanipulasikan berqantunq 
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kepada jenis sel. Proses pelakuran juga boleh dilihat dibawah 

mikroskop dan behas daripada sebarang bahan kimia toksik. 

Sungquhpun elektrofusion telah diqunakan secara meluas 

dalam kajian penghibridan somatik, tahap optimum dan permasalahan 

dalam pengendalian teknik ini masih belum dikaji secara mendalam. 

Tujuan kajian ini adalah untuk melihat sejauh mana saling 

tindakbalas antara sistem bioloqi dengan sifat medan elektrik 

memberi kesan kepada fisio-struktur sel seterusnya mencari satu 

parameter yang optimum untuk melakukan pelakuran secara 

elektrofusion. Hasil daripada kajian ini akan dapat dibandinqkan 

dengan kaed.ah pelakuran yang lain serta mengenalpasti 

permasalahan yang timbul semasa menjalankan proses elektrofusion. 

Kajian ini juga diharapkan dapat menqhasilkan sel hibridoma yang 

menghasilkan antihodi monoklon terhadap Virus Sampar Ayam (NDV) 

melalui teknik elektrofusion. Dengan terhasilnya hibridama 

melalui teknik elektrofusion ini, diharap ianya dapat dijadikan 

model bagi memhuka jalan kepada penghasilan antibodi monoklon yang 

lain. 



BAB 2 

SOROTAN LITERATUR 

Teknologi Hibridoma 

Teknoloqi penghibridan sel adalah salah satu teknik Yang' 

sering digunakan dalam kajian biologi sel. Teknik ini pertama 

kali diperkenalkan pada tahun 1909 oleh Kuster (Zimmermann, 1989). 

Pada awal tahun 1970an, teknologi penghibridan telah berkembang 

bukan sahaja dalam kajian sel mamalia tetapi meliputi sel bakteria 

(Gabor & Hotchkiss, 1979), fungi, yis (Noda et sl., 1990), 

protoplast tumbuhan (180 & Kichayluk, 1974) dan blastomer (Kubiak 

& Tarkowski, 1985). Sehingga kini, pelbagai teknik penghibridan 

sel telah digunakan seperti teknik kimia (Gefter et a1., 1977), 

biologi (Poste, 1970), medan arus elektrik (Schmitt et a1., 1989), 

dan manipulasi barion (Dahl et a1., 1978). 

Kepentingan teknik penghibridan sel mula mendapat perhatian 

para pengkaji apabila Kohler dan Milstein (1975) telah berjaya 

menghasilkan jujukan sel yang merembeskan antibodi spesifik. 

terhadap sel darah merah biri-biri. Jujukan sel tersebut dikenali 

sebagai sel hibridoma yang dihasilkan daripada pelakuran sel 

miloma dengan sel limpa mend t yang diimunisasikan ter lebih 

dahulu dengan sel darah merah biri-biri. 

5 
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Kini teknik pelakuran sel diperkembangkan bukan sahaja 

untuk penghasilan monoklon antibodi tetapi untuk proses manipulasi 

genetik (Bates, 1985) dan kajian membran (Dimitrov & Jain, 1984) . 

Teknik Pelakuran Secara Bioiogikal. 

Teknik pelakuran secara biologi telah bermula pada awal 1960 

an. Pada tahun 1962, Okada telah memperkenalkan penggunaan virus 

Sendai dalam penghibridan ampaian sel Tumor Ehr lich untuk 

menghasilkan sel polinuklear secara in vi tro. Henry dan Watkins 

(1965) telah menggunakan virus Sendai ternyahaktif bagi melakurkan 

sel HeLa dengan sel tumor Ehrlich untuk menghasilkan sel yang 

bersifat heterokarion. Kajian mereka mendapati pertambahan 

kepekatan virus Sandai nyahaktif akan mengurangkan peratus 

pelakuran sel. Peratus pelakuran melalui perantaraan virus aktif 

juga didapati lebih rendah herbanding dengan virus tak aktif. 

Seterusnya, mereka mencadangkan peratus pengurangan ini her laku 

kerana kesan perencatan atau disebut sebagai kesan toksik tidak 

spesifik. 

Harter dan Choppin (1967) pula melaporkan virus Visna juga 

herkebolehan dalam mengaruh pelakuran sel BHK2-F. Dalam kajian 

mereka , virus Visna yang telah dinyahaktifkan melalui pendedahan 

kepada sinaran ultra lembayung selama 5 minit masih berupaya 

mengaruh pelakuran sel walaupun jangki tan virus menurun lebih 

99%. Walau bagaimanapun peratus pelakuran menurun j ika proses 
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nyahaktif virus dilanjutkan selama 15 minit. Kajian mereka juga 

membuktikan virus aktif tidak diperlukan dalam pelakuran sel. 

Terdapat banyak lagi virus yang dilaporkan berkeupayaan untuk 

mengaruh pelakuran sel seperti virus Measles, Herpes, Vaccinia, 

Smallpox, Mouse Hepatitis, I'Iumps dan Influenza (Harter dan 

Choppin, 1962). 

Pelakuran melalui perantaraan virus tak aktif juga menjadi 

pelopor kepada perkemhangan teknologi hihridoma. Pada tahun 1975, 

Kohler dan Milstein telah herjaya menghasilkan hihridoma yang 

merembeskan antihodi melalui perantaraan virus Sendai tak aktif. 

Kini, teknik pelakuran melalui aruhan virus tidak laqi menjadi 

teknik yang popular dikalangan penyel idik. Ini disehahkan teknik 

kimia dan fizik telah mengamhil alih teknologi tersehut. 

Penqunaan virus sebagai agen pelakuran juga terhad, rumi t dan 

masalah kontaminasi virus (Poste et al., 1973, Roos et al., 1983). 

Mekanisme PeJakuran 

Sunqguhpun terdapat hanyak hukti yang menyatakan bahawa 

virus adalah agen hiologi yang dapat mengaruh pelakuran sel, 

tetapi mekanisme sehenar pelakuran adalah sesuatu yang kompleks. 

(Knutton dan Pasternak, 1979). Okada (1962) mencadangkan satu 

hipotesis hahawa pelakuran sel terjadi akibat perubahan memhran 

sel yang hersentuhan. Walau bagaimanapun perkaitan diantara 
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proses pelakuran oleh virus dan faqosi tosis virus masih tidak 

diketahui. 

Harris dan Schneeberger (1966) menqqunakan elektron 

mikroskop menqkaj i mekanisme peialruran keatas beberapa spesis 

virus Sendai tetapi peranan sebenar virus dalam proses pelakuran 

masih tidak jelas. Ini munqkin disebabkan perinqkat awal 

tindakbalas virus denqan sel tidak dapat diperbatikan (Hosaka & 

Koshi, 1968). Peng'qunaan mikroskop elekron dalam kajian mekanisme 

dilanjutkan oleh Hosaka dan Koshi (1968) . Pelalruran sel tumor 

Ehrlich melalui perantaraan virus Sendai diqunakan dalam kajian 

mereka . Melalui pemerhatian mereka, proses pelakuran sel berlaku 

dalam turutan seperti berikut: 

a) Aqlutinasi sel tumor . 

Proses aqlutinasi dilakukan melalui penjerapan virus dan 

menqaruh pembentukan agreqasi sel. Proses ini didapati tidak 

mengaruh pelakuran sel. 

b) Perlekatan diantara membran sel sejiran pada suhu 3'r C. 

c) Pemecahan mikro pada membran sel dan pembentukan jambatan 

sitoplasmik . 

d) Pembesaran jamhatan si toplasmik. 

e) Percantuman dua sel membentuk sel hibrid. 

Dalam aspek kajian morfoloqi, didapati sampul virus terlihat 

dalam mekanisme tindakhalas pelekatan membran yang bersebelahan. 


