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Neue Perspektiven fiir Zellbiologie, Medizin und Technik

Von Ulrich Zimmermann, Peter Scheurich, Giinter Pilwat und Roland Benz!™

Die elektrische Leitfihigkeit und Permeabilitit einer Zellmembran, die den Stoff- und Infor-
mationsaustausch zwischen Zelle und Umgebung reguliert und steuert, 1aBt sich durch
elektrische Felder reversibel erhohen. Wenn Zellmembranen (oder auch kiinstliche Lipidmem-
branen) einem Feldpuls hoher Intensitit und kurzer Dauer (ns bis ps) ausgesetzt werden,
kommt es zu einem lokalen elektrischen Durchbruch der Membran. Der elektrische Durch-
bruch ist mit einer so groflen Permeabilitidtsinderung der Membran verbunden, daf normaler-
weise membran-impermeable Substanzen und Teilchen (bis zur Groe von Genen) in die Zelle
geschleust werden konnen. Die urspriinglichen Eigenschaften der Membran regenerieren sich
— je nach Bedingungen — innerhalb von ps bis min. Der elektrische Durchbruch in der Mem-
brankontaktzone von Zellen (oder Lipidvesikeln), die durch Einwirkung schwacher, inhomo-
gener elektrischer Wechselfelder aneinandergelagert worden sind, fihrt zur Verschmelzung
(Fusion) dieser Zellen. Dabei bildet sich eine Zelle mit neuen funktionellen Eigenschaften.
Das Fusionsverfahren ist sehr schonend, und die Ausbeute an fusionierten Zellen ist hoch. Die
elektrisch induzierte Fusion und die Einschleusung von membran-impermeablen Substanzen
und Genen in Zellen erméglichen es, eine Vielfalt von Zellen mit manipulierten Funktionen
zu gewinnen, mit denen viele Probleme der Zellbiologie, Medizin und Technik geldst werden
konnen (oder bereits gelost worden sind). Diskutiert werden die Anwendungen des elektri-
schen Durchbruches der Membran fiir die klinische Diagnostik, die Entwicklung von zelluli-
ren Triagersystemen fiir den selektiven Transport von Pharmaka zu einem Wirkungsort im Or-
ganismus und die potentiellen Moglichkeiten der elektrisch induzierten Fusion zur Ziichtung
von salztoleranten Kulturpflanzen, zur Umwandlung von Kohlendioxid und Wasser mit Son-
nenenergie in Ethanol, zur Synthese von Naturstoffen und zur Genmanipulation.

1. Einleitung

Die zunehmende Nachfrage nach hochwertigen Natur-
stoffen und Pharmaka fiir medizinische und technische An-
wendungen sowie die immer dringender werdenden Proble-
me einer ausreichenden Erndhrung und Energieversorgung
der Weltbevolkerung haben in den letzten Jahren dazu ge-
fithrt, verstirkt nach neuen Technologien unter Verwendung
von biologischen Systemen zu suchen. Dieses interdisziplini-
re Forschungsgebiet, das Teilbereiche aus Chemie, Physik,

[*] Prof. Dr. U. Zimmermann, Dr. P. Scheurich, Dr. G. Pilwat
Arbeitsgruppe Membranforschung am Institut fiir Medizin
der Kernforschungsanlage
Postfach 1913, D-5170 Jiilich 1
Priv.-Doz. Dr. R. Benz
Fakultit fur Biologie der Universitit
D-7750 Konstanz
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Biologie und Medizin umfafBt, wird als Biotechnologie be-
zeichnet. Die industrielle Anwendung von Mikroorganismen
fiir die Herstellung von medizinisch und technisch interes-
santen Wirkstoffen und Pharmaka hat bereits beachtliche
Erfolge zu verzeichnen, obgleich dieses Gebiet sicherlich
noch in den Anfiingen steckt!!],

Die Entwicklung der Photosynthese im Verlauf der Evolu-
tion ermoglicht es pflanzlichen Zellen, solare Energie mit ei-
nem hohen Wirkungsgrad in chemische Energie umzuwan-
deln, die ihrerseits von anderen Zellen und Organismen in
osmotische, mechanische und elektrische Arbeit umgewan-
delt werden kann. Technisch sind wir jedoch vom Ziel der
Sonnenenergiekonversion noch weit entfernt.

Viele Organismen wie Algen und Bakterien haben das
Problem geldst, in salzhaltiger Umgebung optimal zu leben,
d. h., zu wachsen und sich zu vermehren. Die Salzadaptation
von Kulturpflanzen in Verbindung mit einer Bewisserung
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von Boden in ariden Zonen mit Meer- oder Brackwasser
konnte einen entscheidenden Beitrag zur Lésung des Ernidh-
rungsproblems der Menschheit leisten!?; die ariden Zonen
machen mehr als 40% der Landmasse der Erde aus.

Ein anderer Weg zur Losung dieses Problems ist die Ziich-
tung von Sorten, die unter ungiinstigen Bedingungen hohe
Ertriage liefern. Solche Hochleistungssorten erfordern eine
hohe Stickstoffdiingung. Abgesehen von Umweltbelastun-
gen durch Diingung ist die Energie, die heute schon fir die
Produktion mineralischer Stickstoffdiinger aufgewendet
wird, betrichtlich. Ein moglicher Ausweg wire die Stick-
stoffixierung auf biologischem Wege, d. h., mit Zellen von
Kulturpflanzen, die so manipuliert worden sind, daB sie wie
einige Bakterien direkt den Luftstickstoff binden und umset-
zen konnen®™,

Die technologische Anwendung biologischer Systeme zur
Losung des Erndhrungs- und Energieproblems sowie zur L-
sung medizinischer Probleme erfordert deshalb im Regelfall
eine Manipulierung und Modifizierung des Funktionsspek-
trums auf zelluldrer Basis. Eine zentrale Rolle bei derartigen
Uberlegungen spielt die Zellmembran, das Plasmalemma.
Diese Lipid-Protein-Membran, die nur 10 nm dick ist, regelt
den Stoffaustausch zwischen Zelle und Umgebung. Thre Se-
lektivitit, ihre Filter- und Ventileigenschaften sowie das
Vorhandensein von spezifischen Transportsystemen (car-
riern) fur bestimmte Zucker, Aminosiuren und Ionen er-
moglichen es der Zelle, ein Milieu einzustellen, das sich von
dem der AuBenlosung betrichtlich unterscheidet. Zusitzli-
che intrazellulire Kompartimentierung durch analog aufge-
baute Membranen (Mitochondrien, Chloroplasten, Kern
etc.) schafft die Voraussetzungen, daf3 zahlreiche biochemi-
sche und biophysikalische Reaktionen auf kleinstem Raum
ablaufen kénnen!%l,

Im Prinzip 143t sich das Funktionsspektrum einer Zelle
manipulieren, wenn es gelingt, durch die Plasma-Membran
Gene oder nichttoxische Substanzen einzuschleusen, fiir die
die Membran normalerweise impermeabel ist. Die Genmani-
pulation in Mikroorganismen (Prokaryonten) hat in jiingster
Zeit bereits erste bahnbrechende Erfolge erzielt, obgleich die
Ubertragung des fiir die Stickstoffbindung zusténdigen Gens
aus Bakterien in hohere Pflanzen noch nicht gelungen ist!,

Die Verschmelzung (Fusion) von Zellen oder Zellkernen
mit unterschiedlichen Eigenschaften und unterschiedlicher
Herkunft zu neuen Zellsystemen ist eine zweite Variante der
Genmanipulation, um Zellen mit den geforderten Eigen-
schaften zu erhalten!® . Obgleich auch auf diesem Teilgebiet
mit chemisch-biologischen Methoden beachtliche Erfolge zu
verzeichnen waren, sind wir von einer zufriedenstellenden
Manipulation der Zellfunktion, insbesondere bei hoher dif-
ferenzierten Organismen (Eukaryonten), doch noch weit ent-
fernt.

In diesem Beitrag wird ein Verfahren vorgestellt, mit dem
es generell moglich erscheint, Gene und membran-imperme-
able Substanzen durch Membranen von Prokaryonten und
Eukaryonten zu schleusen. Es beruht darauf, daBl die Zell-
membranen, in denen elektrische Felder hoher Intensitit
(10°-10% V/cm) natiirlicherweise existieren, einem externen
Feldpuls annihernd gleicher Intensitit und kurzer Dauer
ausgesetzt werden®., Unter diesen Bedingungen bricht die
Membran lokal elektrisch durch, so daB sie durchlissig wird.

[*] Ausfiihrliche Darstellung siehe Science 209, 1317-1438 (1980).
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Dieser ProzeB ist reversibel, d. h., die Membran regeneriert
ihre urspriinglichen Eigenschaften in Zeitriumen, die expe-
rimentell kontrolliert werden kdnnen.

Das Verfahren des elektrischen Durchbruches wurde er-
folgreich angewendet, um Pharmaka in Erythrocyten und
Lymphocyten einzuschleusen®~'?. Derartig modifizierte Zel-
len konnen als Triagersysteme fir den organ- und gewebe-
spezifischen Transport von Pharmaka oder als Depotsysteme
in der Blutbahn dienen, ohne dafl es zu nennenswerten im-
munologischen Reaktionen kommt. Uber ein derartiges Tri-
gersystem (sieche auch ') ist es moglich, eine optimale
Konzentration des Pharmakons am Wirkungsort zu erzielen;
gleichzeitig werden dadurch an anderen Orten im Organis-
mus unerwiinschte, toxische Nebenreaktionen vermieden,
die infolge hoherer Dosierung und mehrfacher Dosisapplika-
tion auftreten konnten.

Die Technik des elektrischen Durchbruches 148t sich aber
auch, wie in den beiden letzten Jahren gezeigt wurde, fir
Gentransfer und Genmanipulation in Eukaryonten nutzen.
Die Verschmelzung (Fusion) von Zellen durch Anwendung
eines elektrischen Feldes ermoglicht es dariiber hinaus, die
eingangs skizzierten, auf den ersten Blick sehr divergent er-
scheinenden Problemstellungen unter vollig neuen Perspek-
tiven anzugehen!'?. Sicherlich sind wir in vielen Teilgebieten
noch von einer praktischen Anwendung entfernt. Dieser Bei-
trag soll helfen, die potentiellen Moglichkeiten dieser elektri-
schen Methode fiir Medizin (Therapeutik und Diagnostik),
Gentechnologie, Zellbiologie und Pflanzenphysiologie
(Agrarwirtschaft) aufzuzeigen. Im folgenden werden sowohl
die Prozesse, die in biologischen und kiinstlichen Membra-
nen durch externe elektrische Felder induziert werden, als
auch die bisherigen Anwendungen von manipulierten Zellen
erortert.

2. Elektrischer Durchbruch von Membranen

Die heute allgemein akzeptierte Modellvorstellung iiber
die biologische Membran ist in Abbildung 1 wiedergegeben.
Phospholipide sind als planare Doppelschicht angeordnet, in
der mosaikartig und asymmetrisch periphere oder integrale
Struktur- und Transportproteine eingebettet sind!*>'4. Die
laterale Fluiditit der Phospholipide ist sehr hoch, wihrend
ihre Beweglichkeit senkrecht zur Membranfliche stark limi-
tiert ist. Ein ,,Flip-Flop* der Lipide in dieser Richtung ist
deshalb ein sehr unwahrscheinliches Ereignis.

Abb. 1. Gegenwiirtige Modellvorstellung iiber den strukturellen Aufbau einer
Zellmembran (modifiziert nach [14]).
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In einem elektrischen Ersatzschaltbild 148t sich die Mem-
bran durch einen Plattenkondensator mit der Kapazitit C,
und einem dazu parallel geschalteten Widerstand R, be-
schreiben (Abb. 2). Dabei fungieren die wifirigen AuBenls-
sungen und die polaren Kopfe der Lipide als Platten und das
Membraninnere als Dielektrikum mit einer relativen Dielek-
trizitdtskonstante von 2 bis 3. Der Widerstand des wif3rigen
Auflenmediums Rg liegt in Serie zur Membran. Der spezifi-
sche Widerstand von Zellmembranen hat die Gréfenord-
nung 10% bis 10* Q c¢m? der spezifische Widerstand von
kiinstlichen Lipid-Doppelschichten liegt noch um drei bis
vier Grofenordnungen hoher!'> % Dagegen ist die spezifi-
sche Kapazitit von kiinstlichen und biologischen Membra-
nen mit 0.3 bis 0.7 wF cm =2 bzw. 1 wF ¢cm ~2 durchaus dhn-
lich!'7- 18,

Vi

Abb. 2. Erlduterung der Ladungspulsmethode (schematisch) mit elektronischem
Ersatzschaltbild einer biologischen oder kiinstlichen Membran. Die Membran
kann als Plattenkondensator (spezifische Kapazitit C,,) mit parallel geschalte-
tem Widerstand (spezifischer Widerstand R,,) dargestellt werden. Bei Ladungs-
pulsexperimenten wird die Membrankapazitit C,, fiir ns bis ps iiber einen Schal-
ter S mit einer Spannungsquelle (¥, zwischen 1 und 100 V) verbunden. Nach
dem Puls wird der dulere Stromkreis hochohmig geschaltet. Die Ladung auf C,,
kann deshalb nur durch Ladungstransport durch die Membran mit einer Zeit-
konstante 7= R, Cn, ausgeglichen werden. Die zeitliche Auflosung betrigt etwa
50 ns (Einzelheiten siehe Text und [28]).

Kondensatoren kénnen bekanntlich nur bis zu einer
Hochstspannung aufgeladen werden. Oberhalb dieses kriti-
schen Wertes, der von Plattenabstand und Dielektrikum ab-
héngt, kommt es zu einem elektrischen Durchbruch (oder di-
elektrischen Durchbruch) des Kondensators. Der elektrische
Durchbruch ist mit einer extremen Erhohung der elektri-
schen Leitfiahigkeit des Kondensators verbunden, die in der
Regel irreversibel ist, d. h., der Kondensator wird zerstort.
Bei ,,selbstheilenden* Kondensatoren regenerieren sich da-
gegen die urspriinglichen Widerstands- und Kapazititsei-
genschaften wieder. Biologische Membranen und kiinstliche
Lipid-Doppelschichten verhalten sich unter bestimmten ex-
perimentellen Bedingungen beim elektrischen Durchbruch
analog wie selbstheilende Kondensatoren in der Tech-
nik™® 1. Voraussetzung fiir einen reversiblen elektrischen
Durchbruch bei Zellmembranen ist, dafl die kritische Mem-
branspannung innerhalb von ns bis ps erreicht wird. Der re-
versible elektrische Durchbruch wird bei Membranspan-
nungswerten zwischen 0.5 und 2 V, je nach Temperatur und
Ladezeit, beobachtet!'>*!. Die Erhdhung der elektrischen
Leitfahigkeit der Membran und damit der Permeabilitit
kann betrichtliche Werte annehmen. Membranen menschli-
cher Erythrocyten sind nach Feldapplikation fiir Proteine,
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Desoxyribonucleinsiuren und sogar Latexteilchen (Durch-
messer 0.2 um) passierbar*' 21, Bei relativ kurzen Polarisie-
rungszeiten der Membran sind die elektrisch induzierten
Struktur- und Permeabilititsinderungen reversibel, wobei
die Kinetik des Ausheilprozesses eine Funktion der Tempe-
ratur ist?¥. Bei hoheren Temperaturen (37 °C) laufen die
Regenerierungsprozesse innerhalb weniger Sekunden bis
Minuten ab, wihrend bei tieferen Temperaturen (4 °C) noch
nach vielen Minuten bis Stunden eine erhhte Permeabilitat
der Membran beobachtet wird!"?. Der Grad der Reversibili-
tit des Membrandurchbruches hingt im wesentlichen von
der Dauer des Feldpuises ab. Bei biologischen Membranen
kommt es im allgemeinen zu irreversiblen Anderungen in
der Zelle, wenn das Feld linger als 20 bis 100 us anliegt. Bei
iiberkritischen Feldpulsen, d. h. bei Pulsen, deren Intensitit
um einen Faktor 4-6 hoher liegt als sie zum Erreichen der
Durchbruchsspannung benétigt wird, konnen bereits bei
kiirzeren Applikationszeiten irreversible Stérungen der
Membran- und Zellfunktionen beobachtet werden!'?. Zel-
len, deren Kernvolumen etwa 70 bis 80% des Gesamtvolu-
mens betrigt (z. B. Lymphocyten), sind besonders empfind-
lich gegeniiber lingeren Applikationszeiten von Feldpulsen
hoherer Intensitit. Bei kiinstlichen planaren Lipidmembra-
nen wird eine irreversible mechanische Zerstérung der Mem-
bran bereits bei Pulsen von etwa 10 ps beobachtet®>2¢. Das
letztere Phinomen, das seit mehr als 20 Jahren fur kiinstliche
Lipidfilme bekannt war, wurde von Benz und Zimmermann
(vgl. Py als mechanischer, irreversibler Durchbruch be-
zeichnet, um das elektrische und mechanische Verhalten in
diesem Pulslingenbereich vom Phinomen des reversiblen
elektrischen Durchbruches eindeutig abzugrenzen.,

21. Kiinstliche Lipidmembranen

Ladungsexperimente an kiinstlichen Lipidfiimen haben in
den letzten zwei Jahren erhebliche Einblicke in die Prozesse
ermoglicht, die beim elektrischen und beim mechanischen
Durchbruch ablaufen. Diese Untersuchungen, die im folgen-
den etwas eingehender diskutiert werden, haben die grundle-
genden Voraussetzungen geschaffen, die sowohl zur Fusio-
nierung von Zellen iiber Feldpulse als auch zur Einschleu-
sung von normalerweise membran-impermeablen Substan-
zen in Zellen fihrten.

Das Ersatzschaltbild der verwendeten experimentellen
Anordnung ist in Abbildung 2 wiedergegeben®. Die Mem-
bran wird bei einem niederohmigen Auflenkreis iiber eine
Spannungsquelle mit einer hohen Ausgangsspannung V; in
kurzer Zeit (ns bis ws) auf eine Spannung V,, aufgeladen.
Nach dem Puls ist der AuBenkreis hochohmig, und die auf
der Membrankapazitit befindliche Ladung (die dadurch in-
duzierte Spannung ¥,,) kann nur durch Ladungstransport
innerhalb der Membran ausgeglichen werden.

Aus der exponentiell abfallenden Spannung 14t sich die
Relaxationszeit 7= R,, C;, der Membran bestimmen. Da die
spezifische Kapazitit von Lipidfilmen gemessen werden
kann (s. 0.), ist auf diesem Weg der Widerstand der Mem-
bran zu ermitteln. Die zeitliche Auflésung dieser Ladungs-
pulsmethode betriagt 40-100 ns, wenn die planaren Lipidfil-
me auf beiden Seiten an eine 1 M KCI-Losung grenzen?”-2%,
Abbildung 3 zeigt Ladungspulsexperimente an einer plana-
ren Lipid-Doppelschicht aus oxidiertem Cholesterin/n-De-
can. Durch einen Ladungspuls von etwa 500 ns Dauer wurde
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diese Membran zunichst auf 100 mV aufgeladen (Relaxa-
tion 1). Bedingt durch den hohen spezifischen Widerstand
einer unmodifizierten Lipid-Doppelschicht (10’-10% } cm?)
entlidt sich die Membran im Sekundenbereich. Im An-
schlufl hieran wurde die Membran auf 400 mV aufgeladen.
Bei dieser Spannung tritt der mechanische Durchbruch der
Membran auf, d. h., sie wird irreversibel zerstort. Die Mem-
branspannung geht innerhalb von ca. 300-400 ps wegen ei-
nes sich aufweitenden Lochs (Anstieg der Leitfahigkeit) auf
Null zuriick (Relaxation 2). Eine Theorie fiir den Mechanis-
mus des mechanischen Durchbruchs von Lipid-Doppel-
schichten, die auf der Fluktuation von Poren beruht, entwik-
kelten Chizmadzhev et al.l*),
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Abb. 3. Mechanischer Durchbruch von kiinstlichen planaren Lipidmembranen
aus oxidiertem Cholesterin (gelést in n-Decan). Im ersten Ladungspulsexperi-
ment (1) wurde dic Membran auf 100 mV aufgeladen (Puls nicht gezeigt; Puls-
dauer 500 ns). R-C ist hoch, d. h. die Membran entlédt sich sehr langsam (nahe-
zu parallel zur Zeitachse). Im zweiten Experiment (2) wurde die Membran mit
einem Ladungspuls hoherer Amplitude auf 400 mV aufgeladen. Nach etwa 300
bis 400 ps bricht die Spannung infolge eines irreversiblen mechanischen Durch-
bruchs auf Null (27]. Experi lle Beding Lésung: 1M KCl,
Temperatur 17 °C,

Spannung (V)

Zeit (ps)

Abb. 4. Elektrischer (dielektrischer) Durchbruch einer kiinstlichen planaren Li-
pidmembran aus oxidiertem Cholesterin. Die Membran wurde mit einem La-
dungspuls hoher Amplitude auf 900 mV bzw. ca. 1.2 V aufgeladen (Pulsdauer
500 ns) (Experiment 1 bzw. 2). Die schnelle Relaxation der Spannung nach dem
Puls ist auf eine starke Abnahme im Membranwid d infolge eines reversi-
blen elektrischen Durchbruches zuriickzufiihren. Die Spannung von etwa 1.2 V
kann bei Erhdhung der Amplitude des Ladungspulses nicht iiberschritten wer-
den (Experiment 3). Bei iberkritischen Ladungspulsen erfolgt der elektrische
Durchbruch bereits wihrend der Aufladung, so daB die Anfangsspannung auf-
grund der zeitlichen Auflosung zwischen Pulsapplikation und Spannungsmes-
sung scheinbar niedriger ist. Die Restspannung Gber der Membran ist nach dem
elektrischen Durchbruch in allen drei Fillen zu klein, um cinen mechanischen,
irreversiblen Durchbruch zu erzeugen. Experimentelle Bedingungen: Lsung 1M
KCl, Temperatur 17 °C.
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Abbildung 4 zeigt Ladungspulsexperimente an einer
kiinstlichen Lipidmembran, bei denen die Membran auf
weitaus hohere Spannungen innerhalb von 500 ns aufgela-
den wurde. Im ersten Experiment (Relaxation 1) wurde die
Membran auf ca. 900 mV aufgeladen. Im AnschluB an die
Aufladung kommt es zu einer sehr schnellen Entladung, die
auf einen elektrischen (dielektrischen) Durchbruch der
Membran zuriickzufiihren ist. Da der elektrische Durch-
bruch reversibel ist, bleibt die Membran mechanisch stabil,
so daB sie erneut aufgeladen werden kann. Im zweiten Expe-
riment (Relaxation 2) wurde die Membran auf etwa 1.2 V
aufgeladen. Die Membranspannung relaxiert wesentlich
schneller als im Experiment 1. Die schnelle Entladung der
Membran infolge des elektrischen Durchbruchs ist auf eine
transiente Widerstandsinderung der Membran zuriickzufiih-
ren, die acht GroBenordnungen betragen kann (von 107-10%
Q cm? auf 0.1  cm?).

Wegen des Zusammenbruchs des Membranwiderstandes
kann der Spannungswert von etwa 1 V nicht iiberschritten
werden, auch wenn die Amplitude des Ladungspulses um
ein Vielfaches erhoht wird?3-?7l, Bei iiberkritischen Ladungs-
pulsen kommt es vielmehr bereits zu einem elektrischen
Durchbruch wihrend der Aufladung, so daf3 die Anfangs-
spannung aufgrund der hohen Leitfihigkeit der Membran
zuriickgeht (Relaxation 3). Durch Extrapolation der Entla-
dungskurve auf das Ende des Ladungspulses 148t sich aus
diesen und dhnlichen Versuchen abschitzen, da8 der Durch-
bruch innerhalb von 10 ns erfolgt. Da der Durchbruch ein
sehr schnelles Ereignis ist, kommt es bei lingeren Ladungs-
zeiten zu einem Stromflufl durch die Membran, der zu Se-
kundirreaktionen fiihren kann. Diese Beobachtung ermog-
licht zugleich eine Erklirung fiir den weiter oben genannten
Befund, daf3 der elektrische Durchbruch bei Lingeren Puls-
applikationen oder hoher Feldintensitit zunehmend zu irre-
versiblen Anderungen in Zelle und Membran fiithrt. Unter-
suchungen an der kiinstlichen Lipid-Doppelschicht haben
gezeigt, daB die Strome, die durch die Membran flieBen, be-
trichtliche Werte annehmen kénnen?’),

Der elektrische Durchbruch der Membran kann durch lo-
kale elektromechanische Kompression der Membran erklirt
werden. Theoretisch 148t sich zeigen!?>-?"}, daB die Membran
lokal oberhalb einer bestimmten Kompression instabil wird
und durchbricht, méglicherweise unter Bildung von Elektro-
lyt-gefiillten Poren. Diese Vorstellung iiber den elektrischen
Durchbruch in Lipidmembranen wird durch umfangreiche
Untersuchungen an Zellmembranen gestiitzt!'*2%30, Bei
Zellmembranen kénnen Druckgradienten iiber der Mem-
bran oder hydrostatischer Druck zu dquivalenten transienten
Leitfahigkeitsphinomenen fithren, wie sie bei Feldpulsappli-
kation beobachtet werden!*®-32,

Beim elektrischen Durchbruch entstehen etwa 107 Poren/
cm?. Der Porendurchmesser wurde zu 8 nm abgeschiitzt!®3.
Beim mechanischen irreversiblen Durchbruch dagegen reift
der Film von einer Stelle aus.

Die Regenerierung von Lipidfilmen ist im Unterschied zu
der von Lipid-Protein-Membranen ein sehr schneller Prozef3
und lduft innerhalb von wenigen ps ab. Mit einer Doppel-
pulsmethode wurde das Ausheilen von Lipidmembranen im
Anschluf an einen elektrischen Durchbruch eingehend un-
tersucht®, Simultan zum Ladungspuls, der den elektrischen
Durchbruch auslést, wird ein Spannungspuls niedriger Am-
plitude appliziert. Uber Messung von Strom und Spannung
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Spezifischer Strom (mA/cm?)

kann der zeitliche Verlauf, mit dem sich die elektrisch indu-
zierten Poren wieder schlieBen, bestimmt werden (Abb. 5).

Spannung
2

uo

-120

Strom

el
0 5 10 15

Zeit (ps) —=

Abb. 5. Kinetik des Ausheilprozesses nach elektrischem Durchbruch einer kiinst-
lichen Lipidmembran aus oxidiertem Cholesterin, Mit einem Puls hoher Ampli-
tude und einer Dauer von 500 ns wird elektrischer Durchbruch induziert (hoher
Puls nicht gezeigt); gleichzeitig wird ein Spannungspuls mit einer kleinen Ampli-
tude (48 mV) iiberlagert. Wihrend des Ausheilprozesses™ steigt die Spannung
auf 48 mV an; entsprechend nimmt der Strom ab. Experimentelle Bedingungen:
Losung: 1M KCl, Temperatur 20°C.

Die spezifische Leitfahigkeit (reziproker spezifischer Wider-
stand) fillt exponentiell ab (vgl. Abb. 6). Bei Raumtempera-
tur liegen die Zeitkonstanten des Ausheilprozesses in der
GroBlenordnung von 2 ps, bei tieferen Temperaturen steigen
sie auf 10 ws an**,
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Abb. 6. Halblogarithmische Auftragung der Leitfdhigkeit der Membran als
Funktion der Zeit wihrend des Ausheilprozesses. Die Strom- und Spannungs-
werte wurden Abb. 5 entnommen. Die Zeitkonstante betrigt etwa 2 ps, die An-
fangsleitfihigkeit etwa 4 S cm 2.

Unter bestimmten Annahmen konnen aus der zeitlichen
Abnahme der Leitfihigkeit im AnschluB an den elektrischen
Durchbruch die Diffusionskoeffizienten der Lipidmolekiile
bei lateraler Bewegung in der Membran abgeschitzt werden.
Die berechneten Werte (10 % cm?/s) liegen im Bereich, der
iiber optische Methoden ermittelt wurde®’.. Die Zeitkon-
stanten des Ausheilprozesses von kinstlichen Lipidfilmen
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sind kleiner als sie normalerweise bei Zellmembranen gefun-
den wurden (s bis min, s. 0.)'?). Hieraus 148t sich schlieBen,
daB die feldinduzierten Anderungen in den Proteinen we-
sentlich langsamer eliminiert werden. Enzymatische Prozesse
scheinen zusitzlich bei der Regenerierung der Membran
eine Rolle zu spielen,

Weiteren AufschluB iiber den Mechanismus des elektri-
schen Durchbruchs und iiber die sich anschlieBenden Rege-
nerierungsprozesse konnen aus Untersuchungen an vernetz-
ten polymeren Phospholipidmembranen erwartet werden,
wie sie Ringsdorf et al.’***! durchgefiihrt haben. Durch die
zahlreichen Variationsmoglichkeiten bei der Herstellung
derartiger kiinstlicher Membransysteme erdffnet sich ein fas-
zinierendes Forschungsgebiet fiir die Zukunft.

2.2. Zellmembranen

Bei Zellen, die groB genug sind, um Mikroelektroden ein-
zufithren®, kann die Durchbruchsspannung iiber die Mes-
sung der Strom-Spannungs-Charakteristik oder in Analogie
zu den Experimenten an planaren Lipid-Doppelschichten
mit der Ladungspulsmethode bestimmt werden. Umfangrei-
che Untersuchungen des elektrischen Durchbruchs liegen fir
groBe Algenzellen, Eier von Fucus serratus und neuerdings
auch fiir das Riesenaxon des Tintenfisches vor*¢-3), Meeres-
algen wie Valonia utricularis und Halicystis parvula, deren
Zelldurchmesser bis zu 1 cm groB sein konnen, zeigen wie
planare Lipid-Doppelschichten eine Pulslingenabhingigkeit
der Durchbruchsspannung in einem bestimmten Pulslingen-
bereich (Abb. 7 und 8)1?5-%*], Interessant ist, daB3 der Bereich,
in dem die Durchbruchsspannung pulslingenabhingig ist,
artspezifisch zu sein scheint — ein Befund, der fiir das Auffin-
den optimaler Bedingungen fiir die elektrisch induzierte Fu-
sion und fiir das Einschleusen von impermeablen Substan-
zen in die Zelle von groBer Bedeutung ist.

In pflanzlichen Zellen sind zwei Membranen, die Tono-
plasten- und die Plasmalemmamembran, hintereinanderge-
schaltet (siche Abb. 7). Die Tonoplastenmembran grenzt die

Zellwand

Cytoplasma

Tonoplastenmembran

i 1 { 1 1 L 1 1 1 1

Plasmalemmamembran

100 200 500 1000

Ladezeit { ps)

Abb. 7. Abhingigkeit der Membrandurchbruchsspannung von der Ladezeit fir
eine Zelle der Riesenalge Valonia utricularis (mittlerer Durchmesser: 0.5 cm). Die
Durchbruchsspannung ist definiert als diejenige Spannung, die bei einer be-
stimmten Ladezeit (Pulslinge) nicht iiberschritten werden kann. Man beachte,
daB3 die Pulslingenabhingigkeit der Durchbruchsspannung anders als bei Hali-
cystis parvula (Abb. 8a) im Bereich von 0.8-10 ps auftritt. — Der Ausschnitt zeigt
den schematischen Aufbau einer Pflanzenzelle. Wenn man beriicksichtigt, daB in
Pflanzenzellen zwei Membranen hintereinander geschaltet sind (Tonoplasten-
und Plasmalemmamembran), ergeben sich fur sehr kurze und sehr lange Lade-
zeiten die gleichen Werte fur die Durchbruchsspannung, wie sie fiir kiinstliche
Lipidmembranen gemessen werden (Abb. 8b); Temperatur 18 °C [38].
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Vakuole, ein salzhaltiges Kompartiment, vom Cytoplasma
ab, wihrend die Plasmalemmamembran, wie bei tierischen
Zellen, das Cytoplasma zur Umgebung abschirmt. Pflanzli-
che Zellen sind auBBerdem durch eine Zellwand, die sich aus
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Abb. 8. Abhingigkeit der Membrandurchbruchsspannung von der Ladezeit a)
fir eine Zelle der Riesenalge Halicystis parvula (mittlerer Durchmesser: 0.5 cm)
und b) fir kiinstliche planare Lipidmembranen aus oxidiertem Cholesterin. An-
ders als bei der kiinstlichen Lipidmembran und bei Valonia utricularis tritt die
Pulslingenabhii keit der Durchbruch im Bereich von 5-100 ps

BB P &

auf. Temperatur 17 °C [25]).

Cellulose, Pektin und Hemicellulosen zusammensetzt, stabi-
lisiert. Deshalb kann sich iiber osmotische Prozesse ein er-
hohter hydrostatischer Druck im stationidren Zustand in der
Zelle aufbauen. Die Differenz des hydrostatischen Drucks
wird Turgor genannt; er kann Werte zwischen 1 und 40 bar
annehmen®*%. Geht man von der plausiblen Annahme aus,
daBl beide Membranen etwa die gleiche Durchbruchsspan-
nung und etwa das gleiche RC-Verhalten aufweisen, so stim-
men die Werte fiir die Durchbruchsspannung, die fiir sehr
kleine oder fiir sehr grofie Pulslingen gemessen wurden, sehr
gut mit denen von kiinstlichen Lipidfilmen iiberein (Abb. 7
und 8).

Fiir kleine Zellen wie Erythrocyten, Lymphocyten, Bakte-
rien und pflanzliche Zellen (Algen) miissen andere Nach-
weisverfahren fiir den elektrischen reversiblen Durchbruch
herangezogen werden, da die Mikroelektroden nicht mehr
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ohne irreversible Beschidigung der Membran in die Zelle
eingefiihrt werden kénnen. Bei kleinen Zellen wird entweder
in eine Zellsuspension ein elektrischer Feldpuls geeigneter
Intensitat und Dauer appliziert oder sie werden durch ein lo-
kal begrenztes elektrisches Feld bewegt. Infolge des externen
elektrischen Feldes wird die Membran bis zu einer Span-
nung, V., polarisiert, die durch Gl. (1) gegeben ist!*® (be-
rechnet fiir den statischen Fall):

Vm=f-a E-cos 6 (€))

wobei a=Radius fiir sphirische Zellen (oder Halbachse par-
allel zur Feldrichtung fiir elliptische Zellen) und E=Feld-
stirke ist. 8 gibt den Winkel zwischen der Normalen auf der
Membran und der Feldrichtung an, was bedeutet, da8 bei
steigender Feldstirke die Durchbruchsspannung der Mem-
bran zuerst an den Polen (d. h. in Feldrichtung (cos0° =1))
erreicht wird; andere Membranbereiche brechen spiter
durch. f ist der Formfaktor, der die von der geometrischen
Form der Zelle abhingige Feldverzerrung beriicksichtigt.
Fiir sphirische Zellen ist f=1.5, fiir einen unendlich langen
Zylinder ist f=114'1,

Der Durchbruch der Membranen von suspendierten Zel-
len kann entweder iiber den Stoffaustausch durch die Mem-
bran nachgewiesen werden oder, weit empfindlicher, iiber
Widerstandsmessungen in PartikelgroBenanalysatoren.

Zellsuspension

6 —= Konstantstromquelle

—== Pulshohenanalyse

Operationsverstarker

Elektroden

ische Darstell

ten siche Text [8]).

Thei

Abb. 9a. Sch g eines Partikelvol

lysators (Ei

Das Prinzip von Partikelanalysatoren ist aus Abbildung 9a
ersichtlich*?. Zwei Kammern, die durch eine elektrisch iso-
lierende Wand voneinander getrennt sind, sind mit Elektro-
lytlosung gefillt. Eine kleine Offnung in dieser Wand bildet
eine leitende Verbindung zwischen den beiden Kammern. In
jede Kammer ist jeweils eine Elektrode eingetaucht. Auf-
grund der hohen Leitfahigkeit der Elektrolytlssung fillt die
Spannung zwischen den Elektroden nahezu vollstindig iiber
der MeBoffnung ab. Die Feldstirke in der Mef36ffnung liegt
deshalb im Bereich von 10° bis 10* V/cm. Der Durchmesser
der MeB6ffnung muB der GréBe der zu untersuchenden Zel-
len angepaBt sein. Er betrigt etwa 20 pm fiir Bakterien und
40-60 pm fur menschliche Erythrocyten, Tumorzellen oder
andere Zellen. Die Linge der Me36ffnung entspricht in der
Regel dem Durchmesser. Durch Anlegen einer Druckdiffe-
renz iliber die MeB6ffnung werden Zellen, die in der Elektro-
lytldsung der einen Kammer suspendiert sind, durch die
MeB6ffnung gesaugt. Die nichtleitenden Zellen bewirken
dabei eine Erhohung des elektrischen Widerstandes der
MeBoffnung, die als Strom- oder Spannungsinderung mit ei-
nem Operationsverstiarker gemessen wird.

Das elektrische Feld in der MeBo6ffnung ist nicht iiber den
gesamten Offnungsquerschnitt homogen. Weiterhin kénnen
nicht-spharische Zellen die MeBoffnung unter verschiedenen
Orientierungen passieren. Deshalb hingt die Widerstandsédn-
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derung, die ein nichtleitendes Teilchen (z. B. eine Zelle, die
von einer Membran mit hohem elektrischem Widerstand be-
grenzt wird) in der Mef36ffnung hervorruft, nicht nur von
seiner Grofle ab, sondern auch von seiner Orientierung und
vom Weg durch das elektrische Feld. Die Widerstandsinde-
rung wird nach elektronischer Verstirkung mit einem Puls-
hohenanalysator analysiert. Durch Kalibrierung mit Teil-
chen bekannten Durchmessers kann die GréBenverteilung
der durch die MeBoffnung gesaugten Zellen bestimmt wer-
den. Zur Kalibrierung verwendet man gewohnlich Latex-
Teilchen, die eine scharfe Gré3enverteilung aufweisen und
deren Durchmesser sehr genau bekannt ist.

Aufgrund der Inhomogenitit des Feldes und der statisti-
schen Orientierung beim Durchtritt durch die MeBoffnung
zeigt die GroBenverteilung von menschlichen Erythrocyten!”
eine Rechtsschiefe!®*), obgleich aus anderen Untersuchungen
(s. u.) bekannt ist, daB die GroBenverteilung dieser Zellen
normal ist. Derartige Partikelanalysatoren, wie sie herk6mm-
licherweise bis heute in Kliniken verwendet werden, sind fiir
Untersuchungen des elektrischen Durchbruchs ungeeignet.

Die Inhomogenitit und die statistische Orientierung von
Zellen beim Durchtritt durch die MeB6ffnung kénnen ver-
mieden werden, wenn die Zellen durch eine hydrodynami-
sche Fokussierung in das Zentrum der Me36ffnung geleitet
werden (Abb. 9b)®l. Die hydrodynamische Fokussierung der
Zellen erreicht man durch eine Kapillare, deren Durchmes-
ser dem der MeB6ffnung entspricht und deren Spitze auf die
MeBoffnung weist. Der Abstand der Kapillarspitze von der
MeBo6ffnung liegt im Bereich des MeBoffnungsdurchmessers
(siche Abb. 9b).

Zelisuspension

Elektrolyt ——=

Pumpe = ————
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O —= Konstantstromquelle

Abb. 9b. Schematische Darstellung eines Partikelvolumenanalysators mit hydro-
dynamischer Fokussierung der Zellen. Aufgrund der Fokussierung wandern die
Zcllen unter gleicher Orientierung zentral durch die MeB6ffnung, so daB eine
Volumeniiberbewertung durch Randstdrungen (inhomogenes Feld), wie sie bei
der Anordnung in Abb. 9a auftreten kann (inhomogenes Feld), vermieden
wird.

Durch die hydrodynamischen Krifte in der Kapillarspitze
(Bernoulli-Prinzip) werden die Zellen gezwungen, das inho-
mogene Feld auf dem gleichen Weg (d. h. langs der Zentral-
achse der MeBoffnung) zu passieren. Zugleich wird erreicht,
daB nicht-sphirische Zellen oder durch hydrodynamische
Krifte verformte Zellen unter der gleichen Orientierung in
die MeBoffnung eintreten, wobei die Lingsachse der Teil-
chen parallel zur Zentralachse der Mef3offnung ausgerichtet
ist. Der zellfreie Elektrolyt, der zusammen mit der Zellsus-
pension durch die MeBoffnung gesaugt wird, kiihlt die Mef3-
offnung. Unter diesen Bedingungen betragt die Temperatur-
erhohung in der Kapillare weniger als 1°C, so daf3 thermi-

[*} Menschliche Erythrocyten sind bikonkav und werden aufgrund der Stro-
mungsverhiltnisse in der MeB6ffnung zu Ellipsoiden verformt [44).
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sche Effekte auf die Zellmembran ausgeschlossen werden
konnen. Das Spannungssignal, das die Zellen beim Passieren
des Feldes induzieren, hingt nur von der Widerstandsinde-
rung durch die Zelle und damit von deren Groe ab. Das
Volumen der Zelle 148t sich deshalb sehr genau bestimmen,
vorausgesetzt, daB die Verformung der Zelle unter den Stro-
mungsbedingungen in der MeB6ffnung und damit der Form-
faktor auf optischem Wege bestimmt wurde!*).
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Abb. 9¢. Volumenverteilungen von menschlichen Erythrocyten, die bei verschie-
denen Feldstirken in der MeB6ffnung gemessen wurden. Kurve 1 wurde bei un-
terkritischer Feldstirke (0.6 kV/cm) gemessen. Das mittlere Volumen betrigt 83
wm?, die Verteilung ist normal. Die Kurven 2 und 3 zeigen eine zunechmende Vo-
lumenunterbewertung mit steigender Feldstirke in der MeBoffnung (2.5 bzw. 3.5
kV/cm) infolge des elektrischen Durchbruches der Erythrocytenmembran [19].

Abbildung 9¢ zeigt eine typische Volumenverteilung fir
menschliche Erythrocyten, die mit diesem Gerit gemessen
wurde!'®l, Die Messung (Kurve 1) wurde bei einer mittleren
Feldstiarke von 0.6 kV/cm in der Mefoffnung durchgefiihrt.
Die Verteilung (mittleres Volumen 83 pum?®) ist normal. Bei
Erhéhung der Feldstarke in der MeBo6ffnung (durch entspre-
chende Erhohung der Spannung zwischen den beiden Elek-
troden) erhilt man bis zu einem kritischen Wert der Feld-
stirke (etwa 2.1 kV/cm) eine GroBenverteilung, die mit der
bei niedrigerer Feldstirke gemessenen deckungsgleich ist
(vorausgesetzt, daB3 die entsprechenden apparativen Bedin-
gungen vorgegeben wurden)?!l.

Oberhalb der kritischen Feldstirke, die zum elektrischen
Durchbruch der Zellmembran fithrt, kommt es dagegen zur
Unterbewertung der Volumina und damit zur scheinbaren
Verschiebung der Volumenverteilung zu kleineren Werten
(Kurven 2 und 3). Die kritische Feldstirke, bei der die Un-
terbewertung auftritt, 14t sich im Regelfall nur dann exakt
bestimmen, wenn die GroBenverteilung bei niedriger Feld-
stirke keine Rechtsschiefe aufweist. Die scheinbare Unterbe-
wertung des Volumens resultiert daraus, da8 die Strom-
(oder Feld-)linien teilweise durch das Zellinnere verlaufen,
das wesentlich besser leitend ist als die intakte Zelle mit ihrer
elektrisch isolierenden Membran. Dementsprechend ist die
Widerstandsianderung der Zelle im Feld kleiner, und das Vo-
lumen der Zelle ist scheinbar verringert. Die Unterbewer-
tung des Zellvolumens hingt zum einen von der Feldstirke
(siche Abb. 9¢), zum anderen von der intrazelluliren Leitfi-
higkeit ab (detaillierte Analyse siche "), Fiir die intrazellu-
lire Leitfahigkeit miissen die Leitfihigkeit des Cytoplasmas
sowie Zahl und GroBe der Kompartimente (Organellen) in
der Zelle beriicksichtigt werden. Diese Kompartimente sind
ebenfalls von einer isolierenden Membran umgeben. Auf-
grund ihrer kleineren Dimensionen brechen die Membranen
der Kompartimente erst bei wesentlich hoherer Feldstirke
durch [sieche Gl. (1)]. Im Prinzip besteht deshalb die Mog-
lichkeit, die Feldstirke so hoch zu wiihlen, daB ein elektri-
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scher Durchbruch auch in den Membranen von Organellen
auftritt, so daB die Leitfahigkeit in diesen Kompartimenten
und deren Membrandurchbruchsspannung separat bestimmt
werden konnten. Aus der Anderung des Leitfahigkeitsspek-
trums lassen sich im allgemeinen weitreichende Schliisse
iber die biochemische Aktivitit der Zelle ziehen.

Das hier geschilderte Verfahren zur Bestimmung des Vo-
lumens, der Durchbruchsspannung und der inneren Leitfi-
higkeit von Zellen hat einige nicht unerhebliche Nachteile.
Die Zahl der zu messenden Zellen mu8 relativ hoch sein (10°
pro Verteilung). Die Messung der Verteilung in Abhingig-
keit von der Feldstirke ist zeitraubend und aufwendig. Die
Werte fiir die Durchbruchsspannung und die innere Leitfi-
higkeit konnen nicht individuellen Zellen zugeordnet wer-
den. Deshalb ist es z. B. nicht méglich, Zellen mit verinder-
ten Membraneigenschaften oder verindertem Stoffwechsel
in Gegenwart einer grofien Zahl von Zellen mit unverinder-
ten Eigenschaften zu erfassen. Dies ist jedoch fiir eine breite
diagnostische Anwendung in der Klinik notwendig.

Im Verfahren von Pilwat und Zimmermann (siehe z. B.
146-991) werden diese Nachteile durch eine modifizierte An-
ordnung (Abb. 9d) behoben. Bei diesem neu entwickelten
Partikelanalysator wird beim Eintritt des Teilchens in die
MeBo6ffnung zuniichst das Zellvolumen bestimmt. Wihrend
des Durchtritts durch die MeB6ffnung wird das Teilchen
lings der Zentralachse einem linear ansteigenden Feld aus-
gesetzt, dessen Feldstiirke so hoch gewihlt wird, daB etwa
nach dem halben Weg durch die MeB6ffnung der elektrische
Durchbruch der Membran erreicht wird (Abb. 9d).

Elekirolyt

Zellsuspension

© —= Stgezahnspannungs-
generator

1) Start Sagezahn -
O —=  spannungsgenerator
2} Pulshthenanalyse

Differenzverstirker

Abb. 9d. Multiparameter-Partikelanalysator fiir Durchbruchsexperimente an
einzelnen Zellen. Jede einzelne Zelle wird wihrend ihres Durchtrittes durch die
MeBoffnung zunichst einem ke und auf dem weiteren Weg einem linear

genden Feld ausgesetzt. Der Anstieg der Feldstirke ist so gewihlt, daB die
Membran der Zelle auf halbem Wege durch die MeBoffnung elektrisch durch-
bricht. Dadurch konnen in cinem Verfahrensschritt das Zellvolumen, die Durch-
bruchssp g der Membran und die clcktrische Leitfihigkeit des Zellinnern
bestimmt werden. Der Anstieg der Feldstirke in der MeBaffnung induziert ein
Stdrsignal, das dem Signal der Zelle iiberlagert ist. Mit einer Referenzéffnung
und einem Differenzverstirker wird das Storsignal unterdrilckt (Einzetheiten sie-
he [46—49]).

Der Feldanstieg wird durch Anlegen einer Sigezahnspan-
nung in der Groflenordnung von 10-40 V erzeugt. Das Si-
gnal der Zelle, das in der GréBenordnung von 10-30 mV
liegt, ist der Sigezahnspannung iiberlagert. Deshalb muBte
ein Verfahren entwickelt werden, das es ermoglicht, dieses
kleine Signal genau zu erfassen, Dies geschieht dadurch, daB
parallel zur MeBoffnung, durch die die Zellen gesaugt wer-
den, eine zweite, geometrisch annihernd gleiche Offnung
angeordnet ist. Durch diese Referenz-MeB6ffnung wird nur
zellfreier Elektrolyt gesaugt. Der zeitliche Verlauf des Feldes
in der Referenz-Mef36ffnung entspricht aber dem in der
MeBoffnung. Durch Subtraktion der Spannungssignale bei-
der MeBdffnungen in einem Differenzverstirker erhilt man
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das Spannungssignal des Teilchens; dieses Signal wird elek-
tronisch verstirkt und analysiert. Da es technisch nicht mog-
lich ist, MeBoffnungen mit exakt gleichen Dimensionen her-
zustellen, sind die elektrischen Strome und die damit auftre-
tenden Temperaturen (auch wenn sie sehr klein sind) in bei-
den MeBoffoungen nicht identisch. Durch eine Temperatur-
differenz von nur 0.01 °C kann ein Spannungssignal indu-
ziert werden, das in der gleichen GroBenordnung wie das
von der Zelle induzierte Spannungssignal liegt. Dieses Pro-
blem 148t sich durch entsprechende elektronische Schaltun-
gen und Versuchsbedingungen vollstindig eliminieren (aus-
fiihrliche Darstellung siehe 147),
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Abb. 10. Das Spannungssignal einer Friend-Zelle im elektrischen Feld des Mul-
tiparameteranalysators der Abb. 9d. Beim Eintritt in die MeB6ffnung wird das
Spann 1 der Zelle zunichst bei konstanter duflerer Feldstirke (400 V/
cm) bestimmt. In diesem Bereich ist das Signal der Zelle proportional zum Volu-
men. Beim weiteren Durchgang durch die MeBoffnung wird die Zelle einer line-
ar ansteigenden Feldstirke ausgesetzt (siche Abb. 9d). Entsprechend dem Ohm-
schen Gesetz nimmt das Signal der Zelle zunéchst linear zu; der Membranwider-
stand und damit der Widerstand der Zelle in diesem Feldbereich &ndern sich
nicht. Aus dem Anstieg ldBt sich deshalb ebenfalls zur Kontrolle das Volumen
der Zelle bestimmen. Oberhalb von etwa 850 V/cm wird die Membrandurch-
bruchsspannung erreicht. Da der Widerstand der Zelle abnimmt, nimmt das Si-
gnal der Zelle bei weiter steigender duBerer Feldstirke schwicher zu als vor dem
elektrischen Durchbruch. Aus dem Verhiltnis der Steigung vor und nach dem
Membrandurchbruch kann auf die intrazetlulire Leitfihigkeit geschlossen wer-
den [46-49).

Eine typische Messung ist fiir eine Friend-Zelle in Abbil-
dung 10 dargestellt. Friend-Zellen sind Maéuseerythrobla-
sten, die durch das Friend-Virus transformiert wurden!®®.
Diese Zellen bilden cine permanente Zellinie, bei der z. B.
durch Dimethylsulfoxid die Himoglobinsynthese induziert
werden kann. Der vordere Abschnitt in Abbildung 10 ent-
spricht dem konstanten Feldbereich, in dem die Signalhdhe
proportional zur Grofle der Zelle ist. Mit zunehmender Feld-
stirke nimmt das Spannungssignal der Zelle linear zu (Ohm-
sches Gesetz), vorausgesetzt, der Widerstand der Zelle bleibt
konstant, und steigt beim Erreichen des Membrandurchbru-
ches mit einer schwicheren Steigung weiter an. Mit dem
Verhiltnis der Steigung vor und nach dem Durchbruch 148t
sich die Unterbewertung und damit prinzipiell die Leitfihig-
keit bestimmen.

In Abbildung 11 sind mehr als 500 Einzelmessungen, wie
sie in Abbildung 10 beschrieben wurden, zusammengefaft.
Die Durchbruchsspannung variiert hiernach von 0.7 bis 1.25
V; der haufigste Wert betrigt etwa 0.8 V. Der Volumenbe-
reich der untersuchten Zellen, die sich in der stationiren
Wachstumsphase befanden, lag zwischen 500 und 1500 pm>.
In der stationiren Phase wird hiufig (auch bei anderen per-
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manenten Zellinien) ein zweites, wesentlich schwicheres
Maximum in der Durchbruchsspannung beobachtet, im all-
gemeinen bei 1.1 V (siche Abb. 11).

100 —

80 B

Zellzahl

40

| ' I T
C.6 08 10 12

Ve (Volt)

Abb. 11. Verteilung der Membrandurchbruchsspannung, V., in einer Population
von Friend-Zellen. Die Hohe des zweiten Maximums kann mit den Kulturbedin-
gungen stark variieren. Das Histogramm reprisentiert 518 Einzelmessungen, wie
sie in Abb. 10 beschrieben wurden.

Die Unterbewertung der Zellen nach elektrischem Mem-
brandurchbruch zeigt eine ahnliche Verteilung wie die
Durchbruchsspannung. Das Hauptmaximum mit einer
Durchbruchsspannung von 0.8 V ist mit einer Unterbewer-
tung von 45% korreliert, das Nebenmaximum mit einer Un-
terbewertung von nur 30%.

Untersuchungen, wie sie in den Abbildungen 10 und 11
dargestellt sind, geben Aufschlufl iiber die Ausbeute bei der
elektrisch induzierten Fusion von Zellen. Eine optimale Fu-
sion unter Verwendung der Technik des elektrischen Durch-
bruchs (siche Abschnitt 4) setzt eine moglichst scharfe Ver-
teilung fiir die Durchbruchsspannung und das Volumen vor-
aus. In diesem Fall wird praktisch eine Fusion aller im Feld
befindlichen Zellen beobachtet. Andernfalls fusionieren
nicht alle Zellen, da die Membranen nicht gleichzeitig auf
die Durchbruchsspannung polarisiert werden. Eine homoge-
ne Verteilung fir die Durchbruchsspannung der Population
laBt sich dadurch erreichen, daB die Zellen zuniichst in einer
Entladungskammer einem Feldpuls ausgesetzt werden, des-
sen Intensitit so hoch ist, daf3 etwa 20-40% der Zellen irre-
versibel geschidigt werden. Irreversible Membranschiden
treten vor allem bei Zellen auf, deren Membran entweder
eine niedrige Durchbruchsspannung aufweist oder deren
Durchmesser sehr gro83 ist, so da3 die Durchbruchsspannung
schon bei sehr niedriger Feldstiarke erreicht wird [siehe Gl.
(1)]. Durch Zentrifugation lassen sich die Zellen, deren
Membranen reversibel regeneriert sind, abtrennen. Es ist
ebenfalls vorteilhaft, grofere Zellen vor Applikation des
Feldpulses durch Filtration der Suspension zu entfernen.

Die Entladungskammer!'®>"! erméglicht zugleich die ex-
perimentelle Untersuchung des Stoffaustausches durch die
Zellmembran, der durch den elektrischen Durchbruch aus-
gelost wurde, und das Einschleusen von normalerweise
membran-impermeablen Substanzen in die Zellen.

3. Elektrische Permeabilisierung der Zellmembran

Der schematische Aufbau der Entladungskammer ist aus
Abbildung 12 zu entnehmen. Zwei Elektroden, die mit ei-
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nem Hochspannungskondensator iber einen Hochspan-
nungsschalter miteinander verbunden sind, sind in eine Zell-
suspension eingetaucht. Der Kondensator wird iber eine
Hochspannungsquelle bis zum gewiinschten Spannungswert
aufgeladen. Die Entladung erfolgt exponentiell, und die
Linge des applizierten Feldpulses 1iBt sich deshalb durch
die RC-Zeit charakterisieren, d. h., durch den Widerstand
der Losung und die Kapazitit des Kondensators. Da der Wi-
derstand der Losung im Regelfall nur in geringen Grenzen
variiert werden kann, muB die Pulslinge iiber die Anderung
der Kapazitit des Kondensators verindert werden. Pulslin-
gen zwischen 200 ns und 100 ps, wie sie fur Untersuchungen
des reversiblen elektrischen Durchbruchs adiquat sind, kon-
nen auf diesem Wege eingestellt werden.

Begrenzungs -

widerstand Schaiter Zellsuspension

!
Hochspannungs -
quelle

Etektroden

Kondensator

Abb. 12. Schematischer Versuchsaufbau der Pulsapparatur und Entladungskam-
mer. Der Kondensator wird iiber einen Begrenzungswiderstand mit einer Hoch-
spannungsquelle auf den gewiinschten Spannungswert aufgeladen. Durch
SchlieBen des Schalters wird der Kondensator iiber zwei Platinelektroden in die
Zellsuspension entladen.

Abbildung 13 zeigt Ergebnisse von Versuchen, bei denen
Friend-Zellen (suspendiert in phosphatgepufferter Elektro-
lytlosung) zunichst bei 4 °C Feldpulsen verschiedener Inten-
sitit und Dauer ausgesetzt wurden. Nach der Feldapplika-
tion wurden die Zellen in Nihrmedium uibertragen, und das
Wachstum wurde bei 37 °C verfolgt. Wie Abbildung 13 zu

ﬁnmue

Zellzahl (n-10"5)

Zeit {d)

Abb. 13. Wachstum von Friend-Zelten nach Pulsapplikation mit der Entla-
dungskammer (Abb. 12). Die Feldstirke betrug 10 kV/cm. Bis zu einer Pulslin-
ge von 1 ps wird kein Einfluf3 auf das Wachstum beobachtet; oberhalb einer
Pulslinge von 5 ps findet bei vorgegebener Feldstirke kein Wachstum mehr
statt. Weitere Erlduterungen siche Text (G. Pilwat, U. Rdest, W. Goebel, U. Zim-
mermann, unverdffentlichte Ergebnisse).

entnehmen ist, sind keine Unterschiede im Wachstum der
feldexponierten Zellen und der Kontrollzellen zu beobach-
ten, wenn die Pulslinge nicht gréBer als 1 ps ist und die
Feldstirke einen Wert von etwa 10 kV/cm nicht {iberschrei-
tet. Bei groBeren Pulslingen oder hoherer Feldintensitit
kommt es dagegen zu einer teilweisen irreversiblen Zersto-
rung von Zellen (s. 0.) und demzufolge zu vermindertem
Wachstum.
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Zellen ohne Zellkern, z. B. menschliche Erythrocyten, sind
wesentlich unempfindlicher gegen hohe Feldstirken und
lingere Applikation. Bei diesen Zellen kénnen Feldstirken
von 12 kV/cm und Pulslingen von 40 ps verwendet werden,
ohne daf eine Beeintrichtigung des Regenerierungsprozes-
ses der Membran bei 37 °C beobachtet wird!'?.

Bei einer Pulslinge von 40 ps und einer Feldstiarke von 2
kV/cm beobachtet man einen reversiblen K */Na*-Aus-
tausch zwischen Erythrocyten und Medium. Diese Feldstir-
ke entspricht einer Spannung von 1 V iiber der Erythrocy-
tenmembran, so da8 die SchluBfolgerung erlaubt ist, daBl der
reversible elektrische Durchbruch mit einem erhéhten Io-
nentransport durch die Membran verbunden ist. Bei hoherer
Feldstirke beobachtet man beginnende Himolyse der Ery-
throcyten. Die Hamolysegeschwindigkeit, d. h., die Ge-
schwindigkeit, mit der Himoglobin aus den Zellen austritt,
hingt nicht nur von Feldstirke und Dauer des Feldpulses
ab, sondern auch von der Zusammensetzung der isotonen
AuBlenldsung. In isotoner Elektrolytlosung setzt die Himoly-
se bei einer Feldstirke von 3—4 kV/cm (Pulsliange 40 ps) ein.
Die Himolysekinetik folgt in erster Niherung einer expo-
nentiellen Funktion (Reaktion 1. Ordnung), deren Zeitkon-
stante bei 1 min liegt. In isotonen Losungen, die steigende
Konzentrationen von Saccharose enthalten, wird die Himo-
lyse entsprechend verlangsamt. Bei einer Konzentration von
40 mM Saccharose betrigt z. B. die Zeitkonstante etwa 2-3 h
(siche Abb. 14). Uber Modellbetrachtungen!>'#! unter Ver-
wendung der phanomenologischen Gleichungen der Ther-
modynamik irreversibler Prozesse!’? lassen sich aus diesen
Versuchen Riickschliisse auf den Durchmesser der Poren
ziehen.

L0 mM

Kontrolle
e

Zeit (min)

Abb. 14, Hiamolyse von menschlichen Erythrocyten nach Feldpulsapplikation
(Feldstidrke 8 kV/cm, Pulsliinge 40 pus) in isotonen Lésungen, die unterschiedli-
che Saccharosemengen enthielten. Nach der Pulsapplikation in der Entladungs-
kammer bei 4°C wurde die Himolysegeschwindigkeit durch Abnahme der in-
takten Zellen mit einem Photometer iiber Messung der Extinktion bei 700 nm
verfolgt. Die Himolyse verliduft nach der 1. Ordnung und wird durch steigende
Saccharosekonzentration zunehmend verlangsamt.

Die Modellbetrachtungen beruhen auf der Annahme, daf8
sich osmotische Prozesse den elektrisch induzierten Permea-
bilititsinderungen in der Zellmembran anschlieen. In der
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intakten Erythrocytenmembran liegt unter stationiren Be-
dingungen ein in die Zelle gerichteter Konzentrationsgra-
dient fiir Natrium-Ionen vor (20 mM intrazellulir, 85 mM ex-
trazelluldr), wihrend der Konzentrationsgradient fir Kali-
um-Ionen auswiirts gerichtet ist (95 mm bzw. 40 mm). Die in-
takte Membran zeigt eine gewisse Permeabilitit fir Kalium-
und Natrium-Ionen, d. h., da3 ein passiver Transport (ent-
sprechend den Differenzen im elektrochemischen Potential
dieser Ionen) beobachtet wird. Die passiven Transportvor-
ginge werden durch aktive (stoffwechselabhingige), entge-
gengesetzt gerichtete Transportprozesse kompensiert. Fiir
das Haupt-Anion, das Chlorid-Ion, liegt eine Donnan-Ver-
teilung vor, da die Membran fiir Chlorid-Ionen durchlissig
istP, Die intakte Membran ist fiir Saccharose undurchlissig.
Im stationédren Zustand laBt sich demnach die osmotische Bi-
lanz durch Gleichung (2a) und (2b) wiedergeben:

OubTHb + Ok ATKe + Tnact ATNac = 0 (22)
fiir isotone Elektrolytiosung und
OHb THb + OkC1IATKCl + ONact ATTNct + Osa s, = 0 (2b)

fiir isotone Elektrolytlosung mit Saccharose.

Dabei ist A die Differenz des osmotischen Drucks fiir
Kalium- und Natrium-Ionen, my, und ms, der osmotische
Druck des Himoglobins bzw. der Saccharose. o, der Reflek-
tionskoeffizient, ist ein MaB fiir die Permeabilitiit einer Sub-
stanz®?, o =1 bedeutet, daB die Membran fiir den betreffen-
den Stoff (Ion) undurchlissig ist. Wird (oder ist) sie dagegen
durchlissig, so nimmt der Reflektionskoeffizient ab und ent-
sprechend der effektive osmotische Druck, ow, der von der
Substanz auf die Membran ausgeiibt wird. =0 bedeutet,
daB die Membran vollstindig durchlissig geworden ist, so
daB die Substanz zum osmotischen Druck nicht mehr bei-
trigtl2, o ist eine Funktion der Feldstirke und Pulslinge®*,
d. h., eine Funktion der feldinduzierten Permeabilititsinde-
rung in der Membran. Die Abnahme von o mit steigender
Permeabilitit der Membran hingt von der Groe und von
der Ladung der betreffenden Substanz ab. Fiir einwertige Io-
nen (wie z. B. Kalium- und Natrium-Ionen) geht o bereits
bei einer elektrischen Feldstirke!®), die gerade hoch genug
ist, um den elektrischen Durchbruch in der Membran auszu-
losen, gegen Null, wihrend fiir zweiwertige Ionen (z. B. Sul-
fat, Hydrogenphosphat etc.) und fiir Nichtelektrolyte mit
groBem Durchmesser (Saccharose, 0.4 nm, Inulin, 1.2 nm
und Himoglobin, 3.0 nm Molekiildurchmesser)!*¥ wesent-
lich groBere Permeabilititsinderungen induziert werden
miissen, damit die Reflektionskoeffizienten meBbar abneh-
men.

Durch den elektrischen Durchbruch wird die Permeabili-
tit der Membran signifikant erhoht. Thre Fihigkeit, zwi-
schen Natrium- und Kalium-Ionen zu diskriminieren, geht
verloren, und sie wird permeabel fiir Saccharose. Die Aqui-
librierung der Kalium- und Natrium-Ionen zwischen Zelle
und Umgebung (Einstellung des Donnan-Gleichgewichtes)
erfolgt deshalb sehr rasch. Der osmotische Druck des Hamo-
globins kann deshalb nach Gleichung (2a) nicht mehr kom-
pensiert werden, und die Zellen himolysieren innerhalb kiir-
zester Zeit. In Gegenwart von Saccharose ist die Himolyse
verlangsamt, da Saccharose aufgrund des groBeren Molekiil-
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durchmessers und des entsprechend hoheren Reflektions-
koeffizienten wesentlich langsamer in die Zelle diffundiert,
d. h,, daB der Zeitpunkt der Hiimolyse nach Gleichung (2b)
wesentlich spiter erreicht wird. Da die Hamoglobinmenge
pro Zelle altersunabhingig ist, das Volumen aber mit stei-
gendem Alter abnimmt, liegen in einer Erythrocytenpopula-
tion Zellen mit unterschiedlichem osmotischem Druck des
Himoglobins vor®®, Hierauf ist es zuriickzufithren, daB der
hiamolytische Zeitpunkt nicht fur alle Zellen gleichzeitig er-
reicht wird, so daB die Gesamtpopulation iiber ein lingeres
Zeitintervall himolysiert (siche Abb. 14).

Diese Uberlegungen kénnen im Prinzip auf andere Nicht-
elektrolyte oder Elektrolyte in der Auflenldsung iibertragen
werden.

Aus der verzogerten Hamolyse in Abhéangigkeit vom Mo-
lekiildurchmesser der dem AuBenmedium zugesetzten Sub-
stanz kann demnach auf den Radius der elektrisch induzier-
ten Pore geschlossen werden®'?), Unter diesen Voraussetzun-
gen kann er auf etwa 3 nm geschitzt werden - ein Wert, der
sehr gut mit dem an kiinstlichen Lipidmembranen ermittel-
ten ubereinstimmt (s. 0.).

Bei tiefen Temperaturen bleibt die erhhte Permeabilitét
der Zellmembran fir lingere Zeit bestehen, so daB eine
Aquilibrierung auch fiir Makromolekiile mdglich ist, voraus-
gesetzt, dafl Feldstirke und Pulsdauer adiquat eingestellt
wurden. Bei Erhohung der Temperatur auf 37 °C regenerie-
ren die urspriinglichen Eigenschaften der Erythrocytenmem-
bran vollstindig, einschlieBlich der aktiven Transportprozes-
se. Oberhalb von 16 kV/cm (bei Pulslingen von 40 us) treten
dagegen verstirkt irreversible Verinderungen in der Mem-
bran auf, die unter bestimmten Versuchsbedingungen (z. B.
isotone Saccharose-Lésungen) schon bei wesentlich niedrige-
ren Feldstirken beobachtet werden kdnnen®. Der Himo-
globingehalt der entstandenen Schatten-(Ghost-)Zellen
kann, wie weiter oben beschrieben, {iber Variation von Feld-
stirke und Pulslingen in Kombination mit der Zusammen-
setzung des Mediums adiquat fur den jeweiligen Verwen-
dungszweck eingestellt werden!'220-21-49),

Das beschriebene Verfahren 148t sich fir die Einschleu-
sung von membran-impermeablen Substanzen auch fiir an-
dere Zellen nutzen, da die Feldapplikation in isotonen L&-
sungen durchgefiithrt wird. Ein Beispiel fir Miuselymphocy-
ten ist in Abbildung 15 wiedergegeben!'?, Als Indikator fur
die elektrisch induzierte Aufnahme durch die Membran
wurde Eosin verwendet. Dieser Farbstoff wird im Cytoplas-
ma irreversibel gebunden und kann die intakte Membran
nicht passieren. Eosin wurde bei 4 °C vor der Feldapplika-
tion der AuBenldésung zugesetzt und die Pulslinge auf 500 ns
reduziert, da das Kernvolumen von Lymphocyten bei 70%
des Gesamtvolumens liegt, so daB bei diesen Zellen nach
dem Durchbruch irreversible Sekundirreaktionen in der
Membran, im Cytoplasma und insbesondere im Kern auftre-
ten konnen (s. 0.). Abbildung 15 zeigt, daBB mit steigender
Feldstirke die Zahl der Lymphocyten, die Eosin aufnchmen,
stetig zunimmt. Die Reaktion ist reversibel. Dies 148t sich
dadurch nachweisen, daB Eosin erst nach dem Regenerie-
rungsprozefS der Membran bei 37 °C zugesetzt wird. Bis zu
Feldstirken von 16 kV/cm nehmen die feldexponierten und
regenerierten Zellen unter diesen Bedingungen keinen Farb-
stoff auf. Aus diesen Untersuchungen konnte gefolgert wer-
den, daB die Regenerierung der Membraneigenschaften be-
reits nach etwa 3 min fiir alle Zellen abgeschlossen ist!'2.

342

Abb. 15. Einschleusung von Eosin in Miuselymphocyten nach Applikation von
elektrischen Feldpulsen (a, b bzw. c: 6, 12 bzw. 18 kV/cm, Pulsdauer 0.5 ns) bei
4°C. Der Farbstoff wurde der isotonen Losung vor Pulsapplikation zugesetzt.
Die Phasenkontrastaufnahmen zeigen, daB die Zahl der Lymphocyten, die Eosin
aufnrehmen, mit steigender Feldstarke stetig zunimmt {12].

4. Elektrisch induzierte Fusion

Der reversible elektrische Durchbruch der Zellmembran
fithrt zu einer Stérung in der Membranstruktur, so daB ein
Stoffaustausch zwischen Zelle und Umgebung méglich wird.
Im folgenden betrachten wir zwei aneinanderhaftende Zel-
len, die mit ihrer Lingsachse in Feldrichtung orientiert sind
(Abb. 16). In diesem Falle findet der elektrische Durchbruch
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an den Polen und in der Kontakizone der beiden Zellen
statt. Unter diesen Bedingungen ist, wie schematisch skiz-
ziert, sowohl ein Stoffaustausch der Zellen mit ihrer Umge-
bung als auch ein interzelluldrer Massetransport méoglich. Ist

Abb. 16. Schematische Darstellung des elektrischen Durchbruches an zwei Zel-
len, die in Richwung des elektrischen Feldes aneinandergelagert sind. Der
elektrische Durchbruch findet in den Membranbereichen in der Kontaktzone,
die senkrecht zu den Feldlinien angeordnet sind, statt [siehe Pfeile und Gl (1)].
Unter den gezeigten Bedingungen induziert der elektrische Durchbruch nicht
nur cinen Stoffaustausch zwischen den Zellen und dem Medium, sondern auch
einen interzelluliren Stoffaustausch.

der Membrankontakt eng genug (1-2 nm Abstand etwa), be-
steht dariiber hinaus die Moglichkeit, daB Lipidmolekiile
(und vielleicht auch Proteinmolekiile) aus der einen Mem-
bran in die andere diffundieren (Abb. 17). Wihrend des
Ausheilprozesses kénnen sich demnach Lipidbriicken zwi-
schen den Membranen beider Zellen ausbilden, d. h. mit an-
deren Worten, daB in der Kontaktzone beide Membranen
nicht mehr separat voneinander ausheilen. Die so entstande-
nen Briicken (Abb. 17¢) fithren zu sehr kleinen Kriimmungs-
radien und damit verbunden zu erhéhten Oberflichenspan-
nungen. Der nichste Schritt, die Fusion der Zellen unter Bil-
dung einer Kugel, ist deshalb energetisch begiinstigt.

Abb. 17. Modellvorstellung iiber dic molekularen Prozesse, die bei der elektrisch
induzierten Fusion ablaufen. Die Lipid-Doppelschichten beider Membranen ste-
hen in engem Kontakt senkrecht zu den Feldlinien (a). Dabei wird angenom-
men, daf sich zundchst durch laterale Diffusion der Proteine proteinfreie Berei-
che gebildet haben. Der elektrische Durchbruch stort die Membranstruktur (b):
durch Neuanordnung der Lipidmolekiile kénnen sich Bricken zwischen den Li-
pid-Doppelschichten beider Membranen bilden (¢). Der Kriimmungsradius der
so gebildeten Poren ist schr klein, so daB die Abrundung des ,.Zwei-Zellen-Ag-
gregates* zu einer einzigen Kugel energetisch beginstigt ist (d).
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Diese qualitativen Uberlegungen zeigen, daf prinzipiell
der elektrische Durchbruch von Zellmembranen zur Fusion
von Zellen fiihren kann, vorausgesetzt, dafl zwei Zellen bei
richtiger geometrischer Orientierung zum Feld hin sich mit
ihren Membranen beriihren.

In der Tat wurde bereits sehr frith beobachtet, dafd bei Ap-
plikation von Feldpulsen durch Entladung eines Hochspan-
nungskondensators in eine Zellsuspension mit hoher Dichte
fusionierte Zellen entstanden!®’’. Die Ausbeute war aller-
dings sehr gering, da die notwendige Bildung von Zweierag-
gregaten normalerweise ein recht unwahrscheinlicher Vor-
gang ist. Brownsche Bewegung sowie dic negative Oberfli-
chenladung der Zellmembranen und die damit verbundenen
AbstoBungskrifte verhindern den erforderlichen Membran-
kontakt. Dies ist auch der Grund, weshalb Zellen unter na-
tiirlichen Bedingungen in der Regel nur eine geringe Nei-
gung zur spontanen Fusion aufweisen. Die bisher bekannten
Fusionsverfahren erfordern ,,fusogen® wirkende Substanzen
oder entsprechend wirkende inaktivierte Viren!s7-5%5% Fy-
sogen wirkende Substanzen oder Viren fiihren zur ,,Vernet-
zung* der Zellen und storen gleichzeitig die Membranstruk-
tur, so daB eine Fusion ausgel6st wird. In der Regel miissen
allerdings unphysiologisch hohc oder auch niedrige pH-
Werte in der Suspension vorgegeben oder hohe Calcium-
Konzentrationen angewendet werden, um eine ausreichend
groBe Stérung in den Membrancn zu induzieren!®7-585% Die
bekannteste und wirksamste fusogene Substanz ist Polyethy-
lenglycol (Molekulargewicht etwa 6000). Es ist mit groem
Erfolg fiir die Fusion von Protoplasten benutzt worden. Fir
die Fusion von Sdugetierzellen haben sich dagegen Sendai-
Viren besonders bewihrt, die stark agglutinierend wirken.
Sie werden vor der Verwendung durch UV-Strahlung inakti-
viert, so daB ihre Wirkung nicht an eine Infektion der Zelle
gebunden ist'®”), Viren, die nur iiber ihre Replikation in der
Zelle fusogen wirken, haben fiir die in-vitro-Fusion von Zel-
len keine Bedeutung erlangt.

Bei diesen klassischen Fusionsmethoden miissen Nachtei-
le in Kauf genommen werden. Die unphysiologischen Be-
dingungen beeintrichtigen die Lebensfihigkeit der fusio-
nierten Zellen. Die fusogenen Substanzen oder Viren kén-
nen irreversible Verinderungen in den Membranen hervor-
rufen, da sie sich mit der gesamten Zelloberfliche iiber lin-
gere Zeit in Wechselwirkung befinden. Die Fusion liuft
nicht synchron ab, und die Ausbeute ist meistens sehr gering,.
Die angewendeten Fusionsverfahren werden dariiber hinaus
mechanistisch nicht verstanden und variieren von Zellart zu
Zellart, da sie durch empirische Ermittlung optimiert werden
miissen. Diese Nachteile weisen auch Verfahren auf, die
kiirzlich bekannt wurden!***"!, Hierbei werden die Zellen
chemisch oder viral aneinandergekoppelt; die fir die Indu-
zierung der Fusion notwendige Stérung in den Membranen
wird durch Applikation eines uiiberkritischen Feldpulses aus-
geldst. Unter diesen Bedingungen kommt es zu einer leicht
erhohten Fusionsausbeute, wie Berg et al.[®®! sowie Neumann
et al.l!! gezeigt haben. Aus diesen Untersuchungen geht al-
lerdings hervor, daB iiber den elektrischen Durchbruch von
Zellmembranen Fusion ausgelost werden kann. Diese
SchluBfolgerung wird auch von Senda et al.!®? bestitigt, die
zeigen konnten, daB zwei Protoplasten, die durch Mikroelek-
troden zusammengehalten werden, nach Applikation eines
Feldpulses miteinander fusionieren. Allerdings verwendeten
diese Autoren Dextran in der Losung, das dhnliche Eigen-
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schaften wie Polyethylenglycol haben konnte. Dieses Ver-
fahren diirfte keine praktische Anwendung finden, da die
Fusionsausbeute a priori sehr gering ist.

Ein generell anwendbares Verfahren, mit dem Zellen un-
terschiedlicher Art, aber auch Lipidvesikel untereinander
und Lipidvesikel mit Zellen fusioniert werden konnen, wur-
de in den beiden letzten Jahren von Zimmermann und
Scheurich entwickelt!'*-¢3-%6 (Abb. 18). Die elektrisch indu-
zierte Fusion beruht auf der ausschlieSlichen Verwendung
von physikalischen Techniken und besteht im Prinzip aus
zwei Schritten. Im ersten Schritt wird durch Dielektrophore-
se ein enger Membrankontakt zwischen den zu fusionieren-
den Zellen hergestellt. Im zweiten Schritt wird die Fusion in
den so hergestellten Zellaggregaten iiber den elektrischen
Durchbruch ausgeldst.

Fusionskammer

-+
<

Funktions-
generator

Puls-
generator

Oszilloskop

Abb. 18. Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus fiir die elektrisch indu-
zierte Fusion. Zwei Elektroden, die unter dem Mikroskop beobachtet werden
konnen, sind parallel zueinander auf einen Objekttriger aufgeklebt. Frequenz
und Amplitude der Dielektrophoresespannung (siche Text) werden iiber einen
Funktionsgenerator gesteuert; parallel hierzu ist ein Pulsgenerator geschaltet,
iber den der Durchbruchspuls ausgeldst wird. Die applizierten Spannungen wer-
den auf einem Oszilloskop aufgezeichnet (Einzelheiten siehe [13]).

Die Dielektrophorese, die erstmalig von Pohl und Cra-
ne'®”- %8 auf lebende Zellen angewendet wurde, ist im Prinzip
schon seit langem bekannt. Sie wird benutzt, um den Kraftli-
nienverlauf in einem elektrostatischen Feld z. B. mit in Ol
suspendierten Griekornern sichtbar zu machen. Dieses
Grie3pulver ordnet sich dann lings der Feldlinien an. Die
Orientierung der GrieBkorner im Feld beruht auf einer Pola-
risierung der Materie.

Im Prinzip geschicht das gleiche mit einer Zelle, die sich in
einem elektrischen Feld befindet (Abb. 18 und 19). In einem
homogenen elektrischen Feld (Abb. 19a) erfahren die Zellen
aufgrund ihrer Netto-Oberflichenladung eine Kraft und be-
ginnen in Richtung der entgegengesetzt geladenen Elektrode
zu wandern (Elektrophorese). Da die Oberfliche in der Re-
gel negativ geladen ist, bewegen sich die Zellen in Richtung
der Anode. Zusitzlich wird aber in den Zellen iiber La-
dungstrennung oder durch Orientierung von Dipolen in der
Membran ein Dipolmoment induziert, das zur Bewegung der
Zellen allerdings nicht beitrdgt, da die Menge der positiven
und der negativen Ladung gleich grof ist und da die Feld-
stirke in einem homogenen Feld auf beiden Seiten der Zelle
gleich ist; mit anderen Worten: Ein neutrales Teilchen wiirde
in einem homogenen Feld nicht wandern (Abb. 19b). In ei-
nem inhomogenen elektrischen Feld dagegen tritt zwar nach
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Abb. 19. Schematische Darstellung der Elektro- und Dielektrophorese. In einem
homogenen elektrischen Feld (Plattenkondensator) wandern geladene Teilchen
oder Zellen aufgrund ihrer Nettoladung auf der &ufleren Oberfliche der Mem-
bran in Richtung einer Elektrode (Elektrophorese) (a). Die Wanderungsrichtung
hingt vom Vorzeichen der Ladung und von der Richtung der externen Span-
nung ab. Zellen weisen im allgemeinen eine negative Oberflichenladung auf.
Generell wird in einem diclektrischen Teilchen oder einer Zelle (unabhiingig da-
von, ob diese Teilchen eine Nettoladung tragen oder nicht) ein Dipol induziert
(b). Da die elektrische Feldstirke auf beiden Seiten des Teilchens oder der Zelle
gleich groB ist (b), trdgt diese induzierte Ladung nicht zur Wanderung bei.
Nichtgeladene Teilchen kénnen deshalb in einem homogenen Feld nicht wan-
dern. In einem inhomogenen elektrischen Feld konnen dagegen auch nichtgela-
dene Teilchen wandern, da auf den elektrisch induzierten Dipol eine Nettokraft
des elektrischen Feldes einwirkt (c); die Feldstirke auf beiden Seiten des Teil-
chens ist nicht gleich groB. Dieser Effekt wird Dielektrophorese genannt. Bei
Umpolung der externen elektrischen Spannung zwischen den beiden Elektroden
kehrt sich die dielektrophoretisch bedingte Wanderungsrichtung der Teilchen
oder Zellen im Gegensatz zur Wanderungsrichtung bei der Elektrophorese nicht
um (d) (siehe {13, 67]).

wie vor Elektrophorese auf, gleichzeitig wird aber auch eine
Wanderung des neutralen Teilchens beobachtet, und zwar
im Regelfall in Richtung hoherer Feldstirke (Abb. 19¢). Die
Wanderung eines neutralen Teilchens in einem inhomoge-
nen elektrischen Feld beruht darauf, daB die Feldstirke auf
beiden Seiten des in der Zelle induzierten Dipols verschie-
den grof ist. Die resultierende Nettokraft zieht das Teilchen
in Richtung hoherer Feldstirke. Dieser Effekt wurde als Di-
elektrophorese bezeichnet®”). Die Richtung der Nettokraft
dndert sich nicht, wie aus Abbildung 19d leicht zu ersehen
ist, wenn man die Richtung des Feldes durch Umpolen der
externen Spannung umkehrt. Die elektrophoretische Wan-
derung, die nur durch die Oberflichenladung einer Zelle be-
dingt ist, erfolgt dagegen in umgekehrter Richtung, In einem
inhomogenen elektrischen Wechselfeld findet deshalb keine
Wanderung von Zellen aufgrund ihrer Nettoladung mehr
statt. Die Zellen oszillieren vielmehr um eine bestimmte Po-
sition im Feld, die Oberflichenladung ist ,,maskiert*. Nur
die dielektrophoretisch bedingte Wanderung findet statt, wo-
bei sich die Zellen lings der elektrischen Feldlinien in Rich-
tung hoherer Feldstirke bewegen. Die Kraft, die auf die Zel-
le unter dielektrophoretischen Bedingungen ausgeiibt wird,
hiangt vom Quadrat der Feldstirke, vom Feldgradienten,
vom Volumen des Teilchens, von der Differenz der Dielek-
trizititskonstanten der Zelle und ihrer Umgebung (sowie der
entsprechenden Differenz ihrer Leitfihigkeiten) ab. Diese
Differenzen sind in der Regel positiv, so daB eine Wande-
rung der Zellen in das Gebiet hiherer Feldstirke beobachtet
wird. Unter bestimmten Bedingungen kann die Differenz
der Dielektrizititskonstanten negativ werden; dann ist eine
negative Dielektrophorese, d. h. Wanderung in ein Gebiet
geringerer Feldintensitit, zu beobachten. Die Ursache hier-
fiir ist darin zu sehen, daB die Dielektrizititskonstante einer
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Zelle (oder der Membran) eine Funktion der Frequenz ist,
da die Membran (unter EinschluB der Grenzschichten zu
den Losungen hin) inhomogen ist!*”¢l. Es kommt zu Grenz-
flichenpolarisationen, die sich makroskopisch in einer An-
derung der Dielektrizititskonstante widerspiegeln (Maxwell-
Wagnersche Dispersion)!®?. Deshalb kann bei bestimmten
Frequenzen die Dielektrizitdtskonstante der Zelle kleiner
werden als die der umgebenden Losung, wodurch negative
Dielektrophorese hervorgerufen wird. Im allgemeinen wird
eine positive Dielektrophorese im Frequenzbereich zwischen
1 kHz und 10 MHz beobachtet (Ausnahmen siehe 7).

- +
/
Z N+
Ni R
Abb. 20. Sch ische Darstellung der E hung von Zellketten wihrend der

Dielektrophorese. Durch die Anziehung der in den Zellen induzierten Dipole la-
gern sich die Zellen entlang den elektrischen Feldlinien an der Elektrode in Ket-
tenform an.

Wenn Zellen bei ihrer Wanderung in das Gebiet hoherer
Feldstirke sich lings der Feldlinien einander nihern, ziehen
sie sich aufgrund ihrer Dipolmomente an (Abb. 20), so daf3
sie sich in Form von Zweier-, Dreier- und Viererketten (je
nach Suspensionsdichte) zur Elektrode bewegen, wo sie sich
in Form von Perlenketten lings der Feldlinien anordnen.

Diese Konfigurationen bleiben solange stabil, wie das ex-
terne Wechselfeld anliegt. Wird das Feld abgeschaltet, zer-
fallen die Ketten, da sich die Zellen aufgrund ihrer Ladung
und der Brownschen Bewegung abstoBen. Die Dielektropho-
rese ist deshalb (wenn die Feldstirke nicht zu hoch wird, s.
u.) ein reversibler Vorgang, der es ermoglicht, einen engen
Membrankontakt zwischen den Zellen herzustellen.

Ein limitierender Faktor bei der dielektrophoretischen
Aneinanderreihung von Zellen ist die elektrische Leitfahig-
keit des Mediums. Wenn diese zu hoch ist, flieBt ein zu gro-
Ber Strom in der Losung, der zu Wirmeentwicklung und da-
mit zu Turbulenzen fiihrt. Diese Turbulenzen verhindern die
Bildung von ,,Perlenketten*. Daher mufl méglichst in nicht-
ionischen Losungen (spezifische Leitfihigkeit <10-¢ S
cm ') gearbeitet werden. Die Osmolaritit!™ der Lésung mufl
iiber Nichtelektrolyte eingestellt werden. Tierische und
pflanzliche Zellen konnen iiber lingere Zeiten in Lésungen
von Mannit, Saccharose, Glucose oder neutralen Aminosiu-
ren gehalten werden, ohne daB es zu irreversiblen funktio-
nellen Stoérungen in der Zelle oder in der Membran
kommt!!3-63-66],

Bei Zellen mit hoher spezifischer Dichte (z. B. Sdugetier-
zellen, deren Kern bis zu 80% des Zellvolumens einnchmen
kann) mufBl auBerdem die Dichte des AuSenmediums mit
Percoll erhht werden, da sich sonst die aneinandergereihten
Zellen wihrend und nach der Applikation des Durchbruchs-
pulses mit ihren Membranen infolge der Schwerkraft gegen-
seitig verschieben.

[*] Hierunter versteht man die Konzentration der osmotisch wirksamen Teil-
chen.
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Die elektrische Feldstirke fiir den Durchbruch der Mem-
branen der dielektrophoretisch aneinandergelagerten Zellen
muf iiberschritten werden, wie Theorie und Experiment ge-
zeigt haben!>-% ym Fusion auszulsen. Die Linge des
Feldpulses, der zur optimalen Fusion von Zellen oder auch
Zellorganellen und Lipidvesikeln fithrt, hingt von den Ei-
genschaften der zu fusionierenden biologischen Systeme ab.
Wie Tabelle 1 zu entnehmen ist, liegt der optimale Pulslin-
genbereich fiir pflanzliche Protoplasten oder auch isolierte
Vakuolen zwischen 15 und 50 s, fiir Sidugetierzellen (z. B.
Friend-Zellen und menschliche Erythrocyten) zwischen 1
und 4 ps. AuBlerhalb der angegebenen Bereichsgrenzen wird
auBer in vereinzelten Fillen keine Fusion beobachtet. Eine
mégliche Erklirung fiir diesen Befund konnte in der zell-
und membranspezifischen Pulslingenabhingigkeit der
Durchbruchsspannung zu suchen sein (vgl. Abb. 7 und 8).
Im optimalen Pulslingenbereich wird fur pflanzliche wie
auch tierische Zellen dagegen Fusion anndhernd aller Zellen
beobachtet, deren Membranen der Durchbruchsspannung
ausgesetzt wurden. Die elektrisch induzierte Fusion ist in
Abbildung 21 fiir Mesophyllzellprotoplasten aus Hafer (4ve-

c d

Abb. 21. Elektrisch induzierte Zellfusion von Mesophyllzellprotoplasten aus
Avena sativa, die teilweise mit Neutralrot angefiirbt sind. Neutralrot ist ein Vital-
farbstoff, der in der Vakuole akkumuliert wird. Die Zellen wurden in 0.5M Man-
nitlésung suspendiert und an den Elektroden der Fusionskammer iiber Dielek-
trophorese gesammelt (a). Die Fusion wurde durch einen elektrischen Feldpuls
von 20 ps Dauer ausgeldst, d I itdt so hoch war, daB elektrischer
Durchbruch in der Membrankontaktzone auftrat. Die Bilder zeigen den Verlauf
der Fusion 10 s (b), 300 s (c) und 600 s (d) nach dem Durchbruchspuls {63).
1 cm=50 pm.
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Tabelle 1. Elektrisch induzierte Fusion (a).

Fusion zwischen Medium Min. Dielektrophoret. Sammlung Durchbruchspuls Fusions- Bem.

Zelle 1 Zelle 2 Elektroden- max. dauer

abstand Feldstirke Frequenz Feldstirke Dauer

[um] [V/em][b]  [MHz] [V/em] (] [us] [min]
Mesophyll- wie 1 05 M 200 200 0.5 750 20 3-10 vgl. {63]
protoplast, Mannit
Hafer
Mesophyll- wie 1 0.5 M 200 200 0.5 750 50 30-60 vgl. [13]
protoplast, Mannit
Bohne
Mesophyll- wie 1 05 M 200 200 0.5 750 50 30-60 [e]
protoplast, Mannit
Petunie
SchlieBzell- Mesophyll- 0.6 M 200 200 0.5 2000 50 20-40 vgl. (64]
protoplast, protoplast, Mannit
Bohne Bohne
Mesophyll- wie 1 03 M 300 70 1 570 20 0.5 [d] vgl. [65]
protoplast, Sorbit
Brutblatt
Mesophyll- Vakuole 03 m 300 70 1 500 20 0.5 [d] vgl. [65]
protoplast, Brutblatt Sorbit
Brutblatt
Vakuole, wie 1 04 M 300 50 1 500 20 0.1-0.2 [d} vgl. [65]
Brutblatt Sorbit
Mesophyll- wie 1 [i] 05 M 200 200 0.5 750 20 3-10 [d] vgl. [65]
protoplast, Mannit
Hafer
Mesophyll- Mesophyll- 04m™m 300 70 1 570 20 1 [d] vgl. [65]
protoplast, protoplast, Sorbit
Brutblatt Hafer
Menschl. wie 1 03 ™ 100 1000 2 2200 4 24 vgl. [66]
Erythrocyten [e] Glucose
Friend- wie 1 03 m 100 1000 2 2200 1-2 5-50 [g]
Zellen [f] Glucose
Liposomen, wie 1 0.075 M 300 330 2 660 20 <0.1
Durchmesser Saccharose
~ 10 pm [h]

[a] Pflanzen: Hafer (Avena sativaj, Bohne (Vicia faba), Petunie (Petunia inflata), Brutblatt (Kalanchoe daigremontiana). [b] Die Feldstirke wurde unter Annahme eines ho-
mogenen Feldes errechnet. [¢] P. Scheurich, U. Tisljar, U. Zimmermann, unverdffentlichte Ergebnisse. [d] Die Dichte der Losungen wurde mit 45% Percoll oder 5% Ficoll
erhoht (pH =7.0). [e] Vorbehandlung mit Pronase (1 mg/cm?) oder Neuraminidase (4 pg/cm?). [f] Vorbehandlung mit Pronase (1 mg/cm®); G. Pilwat, U. Zimmermann, P.
Scheurich, unverdffentlichte Ergebnisse. [g] Die Fusionsdauer ist abhidngig vom Medium (vgl. Text und Abb. 23). [h] Unilamellare Lipidvesikel; als Lipid wurde Asolectin
oder Eiphosphatidylcholin verwendet; R. Benz, P. Scheurich, J. Vienken, U. Zimmermann, unverdffentlichte Ergebnisse. [i] Es wurden Protoplasten, die unter Dunkel- bzw.
Lichtbedingungen angezogen wurden, miteinander fusioniert. Unter Lichtbedingungen liegen Chloroplasten vor, unter Dunkelbedingungen Etioplasten (Vorstufen der

Chioroplasten).

na sativa), in Abbildung 22 fiir eine Vakuole und Mesophyll-
protoplasten von Kalanchoe daigremontiana und in den Ab-
bildungen 23 bzw. 24 fiir Friend-Zellen bzw. menschliche
Erythrocyten dargestellt. Die Versuchsbedingungen sind in
Tabelle 1 angegeben. Die Fusionszeit nach Applikation des
Durchbruchspulses variiert von Sekunden bis zu 60 Minuten
(Tabelle 1). Die Ursache hierfiir wird noch nicht verstanden;
sie ist aber sicherlich auf die unterschiedliche Membranflui-
ditdt der einzelnen Zellarten und auf die Eigenschaften des
Cytoskeletons (Fibrillensystem) der Zelle zuriickzufiihren.
Bestimmend fiir die Dauer des Fusionsprozesses ist sicher-
lich auch, inwieweit die Zellwand bei pflanzlichen Protopla-
sten und die Glycocalixschicht auf der dufleren Membran-
oberfliche von tierischen Zellen enzymatisch abgebaut wur-
de. Die Bedeutung der Entfernung dieser Schichten wird
deutlich, wenn z. B. Erythrocyten nach dielektrophoretischer
Orientierung einer kritischen Feldpulsfrequenz von lingerer
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Dauer (einige Sekunden) ausgesetzt werden!’®. Unter diesen
Bedingungen kommt es zu einer irreversiblen Membranfu-
sion unter Bildung langer Schlduche (entsprechend der Lin-
ge der Zellkette). Eine eigentliche Zellfusion, d. h. Abrun-
dung unter Bildung einer einzigen Zelle, findet aber nicht
statt. In welchem AusmaB diese Erythrocytenschlduche, die
200 pm und linger werden und sogar die beiden Elektroden
iiberbriicken konnen, fir den intrazelluliren Stofftransport
durchlissig sind, ist noch nicht bekannt.

Fiir groBere Zellen wie Protoplasten und Friend-Zellen
148t sich nachweisen, daB das Volumen der fusionierten Zel-
len der Summe der Volumina der einzelnen Zellen ent-
spricht, unabhingig von der Zahl der fusionierten Zellen
(siche Abb. 21a, d und 22a, d). Man beobachtet, daB3 nach
den Plasmalemmamembranen auch die Tonoplastenmem-
branen, die die Vakuolen begrenzen, fusionieren. Der Farb-
stoff Neutralrot wird, wie aus der Literatur bekannt ist, aus-
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Abb. 22. Elektrisch induzierte Fusion zwischen einer Vakuole und Mcsophyll-

zellprotoplasten von Kalanchoe daigr (Bedingungen siche Tabelle 1)
vor dem Durchbruchspuls (a), 12 s (b), 15 s (c) und 30 s (d) nach dem Durch-
bruchspuls. 1 cm =35 pm [65]).

schlieBlich in der Vakuole akkumuliert. Neutralrot ist ein
Vitalfarbstoff, d. h., er fiihrt zu keinen irreversiblen Ande-
rungen.

Die Fusion von menschlichen Erythrocyten bietet beson-
ders faszinierende Anwendungen, wenn sie unter den in Ta-
belle 1 angegebenen Bedingungen durchgefithrt wird. Bei
hohen Suspensionsdichten erhilt man eine Vielzahl von an-
einandergelagerten, in sehr engem Kontakt stchenden Zell-
ketten (Abb. 24a). Der Durchbruchspuls fithrt zur Bildung
von Riesenerythrocyten (Abb. 24b), die einen Durchmesser
bis zu 200 pm haben kdénnen (normaler Durchmesser 7-8
pwm)l. Durch Zugabe von isotoner Elektrolytlosung nach
der Fusion lassen sich diese Riesenerythrocyten mit speziel-
len Vorrichtungen, die auf dem Prinzip der DruckmefBson-
de!3% beruhen, isolieren und untersuchen. Die Bildung von
Riesenerythrocyten scheint zunichst der Modellvorstellung,
die fir die elektrisch induzierte Fusion in Abbildung 17 ent-
wickelt wurde, zu widersprechen. Danach sollte Durchbruch
nur in den Polbereichen, d. h., in den Membranbereichen in
der Kontaktzone lings der Feldlinien auftreten. Da aber der
elektrische Durchbruch nach Untersuchungen an kiinstli-
chen Lipidfilmen innerhalb von 10 ns abliuft, erscheint es
nicht unwahrscheinlich, daB8 aufgrund der durch die Zellen
greifenden Feldlinien und der Verzerrung des duferen elek-
trischen Feldes durch die hohe Packungsdichte der Zellen
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die Durchbruchsspannung auch in den Membranbereichen
senkrecht zu den Elektroden erreicht wird.

Bei permanenten Zellinien wie den in Abbildung 23 ge-
zeigten Friend-Zellen ist es interessant zu vermerken, dafl
sich die Zellen nach der Fusion nur dann rasch abrunden,
wenn sie aus der Glucose-Losung in Ndahrmedium tiberfiihrt
werden.

Weiterhin ist erwihnenswert, dafl auch Organellen wie
Chloroplasten (Ort der Photosynthese) und Mitochondrien
(Ort der Energieerzeugung) elektrisch fusioniert werden
konnen, obgleich diese Organellen zwei Membransysteme,
die direkt hintereinandergeschaltet sind, aufweisen. Kiinstli-
che Lipidvesikel lassen sich ebenfalls durch elektrische Fu-
sion zu Riesenvesikeln mit Durchmessern von 100 pm und
mehr verschmelzen.

Abb. 23. Phasenkontr fnah von elektrisch fusionierten Friend-Zellen.
Die Zellen wurden nach Vorbehandlung mit Pronase P (37 °C, 1 mg/cm?, 5 min)
zur Ablgsung der Glycocalix in 0.3 M Glucoseldsung in der Fusionskammer sus-
pendiert und dielektrophoretisch gesammelt. 1 min nach Applikation des Durch-
bruchspulses (Dauer 2 ps) wurden die Zellen aus der Kammer mit einer speziell
konstruierten Mikropipette entnommen. 2 min nach der Induktion der elektri-
schen Fusion liegen neben fusionierten Aggregaten einzelne Zellen vor, die nicht
dem Feldpuls ausgesetzt waren (a). Wenn die Zellen in Nihrmedium iiberfilhrt
werden, runden sich die Fusionsaggregate innerhalb von 10 min ab (b).
1em=20 pm.
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Abb. 24. Elektrisch induzierte Fusion von menschlichen Erythrocyten. Die Gly-
cocalixschicht wurde mit Neuramidase entfernt (37 °C, 4 pg/cm?, 10 min). An-
schlieBend wurden die Zellen in 0.3M Glucoseldsung suspendiert und zwischen
den Elektroden dielektrophoretisch gesammelt (a). Die Suspensionsdichte wurde
so hoch gewahlt, daB sich viele Erythrocytenketten parallel anordneten und
Membrankontakt hatten. Applikation von zwei Durchbruchspulsen (Dauer 4 ps)

fiihrte zur E hung von Ri ythrocyten (Durchmesser bis 200 pm) (b). Si-
gnifikante Hamolyse bei der Bildung der Riesenerythrocyten tritt nicht auf. Sie
erscheinen auch im Phasenkontrast optisch homogen [66]. 1 cm =30 um.,

Fusion zwischen Zellen verschiedener Arten und zwischen
Lipidvesikeln und Zellen konnte inzwischen ebenfalls nach-
gewiesen werden (sieche Tabelle 1). Das heifit: zum jetzigen
Stand der Technik kann gefolgert werden, daB die
elektrische Fusion ein generelles Verfahren ist, mit dem Zel-
len und kiinstliche Lipidvesikel unterschiedlicher Art fusio-
niert werden konnen. Neben der hohen Ausbeute ist es vor-
teilhaft, daf3 die Fusion synchron abliuft, da sie durch einen
Puls ausgelost wird. Demnach sollten sich die unbekannten
Zwischenschritte des Fusionsprozesses in der Membran
durch elektronenmikroskopische Techniken in Zukunft un-
tersuchen lassen. Es erscheint nicht ausgeschlossen, daf3
Feldinderungen in der Membran auch bei der Fusion von
Zellen auf chemischem Weg oder unter Verwendung von Vi-
ren eine Rolle spielen.

Da die elektrisch induzierte Fusion sehr schonend ist (nur
kleine Membranzonen werden fiir eine duflerst kurze Zeit-
dauer beeinfluit), sollte die Lebensfahigkeit der fusionierten
Zellen zufriedenstellend sein. In der Tat konnte fir Friend-
Zellen nachgewiesen werden, daB sie nach der Fusion wach-
sen und daB sich die Himoglobinsynthese durch Zugabe von
Dimethylsulfoxid induzieren 146t/ Umfangreiche Untersu-
chungen liegen fiir pflanzliche Protoplasten von Petunia in-
flata vor. Fiir diese Pflanze konnte von mehreren Autoren®
gezeigt werden, daB einzelne Mesophyllzellprotoplasten eine
»Totipotenz* aufweisen: Es besteht die Moglichkeit, daB un-
ter Bildung von Zellwinden und sich anschlieBenden Zell-
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teilungen (in Verbindung mit einer Differenzierung) ganze,
intakte Pflanzen erhalten werden!. Fusionsversuche an Pro-
toplasten dieser Pflanze sind besonders reizvoll, da die Le-
bensfahigkeit der fusionierten Aggregate relativ schnell
iberpriift werden kann. Optimale Voraussetzungen fiir Zell-
wandbildung und Teilung lassen sich durch Immobilisierung
der fusionierten Protoplasten erreichen. Wie in unserem La-
boratorium gezeigt wurde!’'-’>, kdnnen tierische Zellen und
pflanzliche Protoplasten in einer Alginat-Matrix, die in dem
entsprechenden Nihrmedium aufbewahrt wird, immobili-
siert werden. Die Alginat-Matrix wird durch ionische Ver-
netzung mit Calcium-lIonen gehirtet. Mit dieser Technik
fanden wir, daB die elektrisch fusionierten Protoplasten von
P. inflata imstande sind, Zellwinde zu bilden und sich auch
zu teilen. Fiir weitere Ziichtungsversuche konnen diese im-
mobilisierten Zellen wieder aus der Alginat-Matrix durch
Zugabe eines Calcium-Komplexbildners freigesetzt werden.
Mit Citrat lassen sich fast alle Zellen schonend und in hoher
Ausbeute zuriickgewinnen!’""3, Versuche an Seeigeleiern
(zusammen mit der Gruppe H. Passow, Max-Planck-Institut
fir Biophysik, Frankfuri/Main) haben gezeigt, daB nach Fu-
sion die Befruchtung der fusionierten Eier mit Sperma noch
ablduft.

5. Potentielle Anwendungen
des elektrischen Membrandurchbruches

Die Membrandurchbruchsspannung laft sich als Kriteri-
um fir Anderungen in der Membranstruktur oder
-zusammensetzung unter zellbiologischen und medizinischen
Aspekten heranziehen. Die Variation im Verteilungsspek-
trum der Durchbruchsspannung wihrend des Wachstumszy-
klus einer Zellpopulation (Abb. 11) deutet darauf hin, daB
sich die Anderungen in den elektro-mechanischen Eigen-
schaften der Zellmembran wiahrend des Wachstums von Zel-
len in einer Anderung der Durchbruchsspannung widerspie-
geln. Bei Zellen von Escherichia coli nimmt die mittlere
Durchbruchsspannung beim Ubergang von der logarithmi-
schen in die stationire Wachstumsphase ebenfalls zu, wie
frithere Untersuchungen mit dem Partikelanalysator (siche
Abb. 9b) gezeigt haben!'?l, Diese Befunde kénnten darauf
hindeuten, daB spezifische Wachstumsphasen iiber die
Durchbruchsspannung charakterisiert werden kénnen — ein
medizinisch und zellbiologisch reizvoller Aspekt, da sich die
Wachstumsphasen bis jetzt nur iiber Anfirbung von Zellen
mit Fluoreszenzfarbstoffen unter Verwendung eines Impuls-
cytophotometers erfassen lassen™. Anderungen in der
Durchbruchsspannung als Folge von Differenzierungspro-
zessen sind ebenfalls bekannt. Pilwat et al.l”®! haben nachge-
wiesen, daB8 die Durchbruchsspannung bei der Entwicklung
von Haferchloroplasten aus der Vorstufe der Etioplasten si-
gnifikant abnimmt. Die Chloroplastenentwicklung wird
durch Belichtung von Pflanzen, die unter Dunkelbedingun-
gen angeziichtet wurden, im Verlauf von 48 h induziert. Die
Abnahme in der Durchbruchsspannung in Abhéangigkeit von
der Belichtungszeit wurde durch vermehrten Einbau von
Transportproteinen in die Zellmembranen der Chloropla-
sten gedeutet. Klinisch relevant ist der Nachweits, daB be-
stimmte Lokalanisthetika die Durchbruchsspannung von
Erythrocytenmembranen verindern kdnnen. Steigende Kon-
zentrationen von Benzylalkohol senken die Durchbruchs-
spannung um mehr als 50%¢7"]. Einschrinkend muf aller-
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dings hinzugefiigt werden, da die Durchbruchsspannung
planarer, kiinstlicher Lipidmembranen anscheinend nur we-
nig durch Zugabe von Agentien beeinflut werden kann.
Umfangreiche Untersuchungen unter Einbeziehung des erst
seit kurzem bekannten Befundes, daB die Durchbruchsspan-
nung pulslingenabhiingig ist, sind sicherlich notwendig, um
zu einer abschlieBenden Aussage zu kommen. Dariiber hin-
aus erscheint es auch nicht ausgeschlossen, daf3 kiinstliche
Lipidvesikel in ihren Durchbruchseigenschafien auf chemi-
sche Verinderungen empfindlicher reagieren als planare
Membranen. Die Interpretation des elektrischen Durchbru-
ches als Folge einer lokalen elektro-mechanischen Kompres-
sion unter Bildung von Poren legt es nahe, daBl elastische
und mechanische Krifte in der Membran eine Rolle spielen
(s. 0.). Der kleine Kriimmungsradius von Lipidvesikeln und
Zellen und die elastischen Krifte in der Membran konnten
den Wert der Durchbruchsspannung betriichtlich beeinflus-
sen, wenn mechanische und elastische Gréf3en der Membran
iiber Zugabe von Substanzen verindert werden. Die Ent-
wicklung des Partikelanalysators fiir Messungen an individu-
ellen Zellen (Abb. 9d) erméglicht in Zukunft detaillierte Un-
tersuchungen dieser Art an Phospholipidvesikeln, deren che-
mische Zusammensetzung, Ladung und Vernetzungsgrad
variieren (siche auch ['221)34.35.78-80]

Generell 1idBt sich feststellen, daB der heutige Trend in der
medizinischen Technik in Richtung auf die Entwicklung von
Multiparameter-Analysegeriten geht, d. h. von Einrichtun-
gen, die es ermoglichen, eine Reihe von charakteristischen
Membran- und Zellparametern an einzelnen Zellen in einem
ProzeBschritt zu messen!®-®%], Beim vorliegenden Verfahren
(Abb. 9d) konnen gleichzeitig an einzelnen Zellen ohne wei-
tere Manipulationen (z. B. Anfirbung) das Volumen, die
Durchbruchsspannung der Membran und die scheinbare
Unterbewertung des Zellvolumens nach dem Durchbruch
erfaBBt werden. Die scheinbare Unterbewertung des Zellvolu-
mens ist nach entsprechender Kalibrierung als direktes Maf3
fir das Profil der intrazelluliren Leitfihigkeit zu verwenden
(s. 0.). Formal spiegelt die Unterbewertung das Verhiltnis
von nichtleitendem zu leitendem Raum in der Zelle wider.
Dieses Verhiltnis hingt einerseits von der Grofle und den
Eigenschaften der intrazelluliren Kompartimente, anderer-
seits von der Leitfahigkeit des Cytoplasmas ab, das seiner-
seits iiber die biochemische Aktivitit in der Zelle empfind-
lich reguliert wird. Nach Messungen an menschlichen Ery-
throcyten, die mit der Feldpulsmethode mit Nichtelektroly-
ten oder Elektrolyten beladen wurden, kann der Grad der
Aquilibrierung des Zellinnern mit der AuBenldsung direkt
iiber die Messung der scheinbaren Unterbewertung der Zelle
im Partikelanalysator verfolgt werden!'%\. Bei entsprechender
Eichung 148t sich mit dieser Methode auch der Proteingehalt
der Zelle erfassen. Besonders einfach — fiir die klinische An-
wendung aber von groitem Interesse — sind derartige Unter-
suchungen an menschlichen Erythrocyten, da sie keinen
Kern und andere intrazellulire Kompartimente aufweisen.
Pilwat und Zimmermann (siche z. B. ¥®) konnten in Uberein-
stimmung mit der Literatur zeigen, daB der Himoglobinge-
halt von Erythrocyten verschiedenen Alters, die iiber Tren-
nung durch einen Dichtegradienten (Percoll) erhalten wur-
den, vom Volumen und damit vom Alter unabhingig ist.
Der neue Partikelanalysator (Abb. 9d) ermoglicht es dem-
nach in Zukunft, pathologische Verinderungen im Himo-
globingehalt von einzelnen Zellen in einer Erythrocytenpo-
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pulation (z. B. durch Andmien) friihzeitig und routineméBig
festzustellen.

Die feldinduzierte Einschleusung von membran-imper-
meablen Substanzen in das Zellinnere und die damit ver-
bundene Moglichkeit, das Funktionsspektrum der Zelle zu
manipulieren, bietet eine Reihe von zellbiologisch interes-
santen Aspekten. Zwei potentielle Anwendungen, an denen
heute bereits gearbeitet wird, seien zur Verdeutlichung ge-
pannt:

Spezifische Reaktionsstellen (sites) in Trigersystemen der
Membran (carrier) oder Zwischenstufen in biochemischen
und biophysikalischen Reaktionsketten, die asymmetrisch in
der Membran angeordnet sind, kénnen iiber gezielte Ein-
schleusung von spezifisch wirkenden Substanzen (z. B. Inhi-
bitoren) lokalisiert und identifiziert werden. Da sich Proteine
und Enzyme iiber den elektrischen Durchbruch reversibel in
Zellen einfiithren lassen'!), sind Experimente in greifbare
Nihe geriickt, in denen z. B. das System Luciferin/Lucifera-
se in Zellen eingeschleust werden konnte, um direkt den
ATP-Umsatz in der Zelle zu bestimmen. Der ATP-Umsatz
wird in der Regel durch Verwendung von Inhibitoren und
Entkopplern der Phosphorylierung bestimmt, wobei Neben-
reaktionen und unspezifische Wechselwirkungen mit der
Plasmamembran allerdings nicht immer eindeutig auszu-
schlieflen sind.

Faszinierende Perspektiven bieten Zellen mit manipulier-
tem Funktionsspektrum fir klinische Diagnostik und Thera-
peutik. Bis auf wenige Ausnahmen wirken Arzneimittel
(Hormone, Antibiotica, Enzyme, Radionuclide etc.) nicht
zell-, gewebe- oder organspezifisch. Die Entwicklung von
Trigersystemen, die Pharmaka spezifisch zu einem Wir-
kungsort transportieren und dort zeitlich kontrolliert freiset-
zen oder die als Depotsysteme fiir langere Zeit in der Blut-
bahn zirkulieren, sind ein hochaktueller Forschungszweig in
der biomedizinischen Technik (siche ['*7%:3¢-87),

Die bisherigen Arbeiten konzentrierten sich auf die Ent-
wicklung von kiinstlichen Trigersystemen (z. B. Liposomen,
Mikrokapseln, Bindung an Polymere). Trotz vielverspre-
chender Teilerfolge sind wir allerdings noch immer weit vom
Ziel der klinischen Anwendung entfernt. Vertrédglichkeit mit
dem Organismus, immunologische Reaktionen, mangelnde
Selektivitit und Lebensdauer der Trigersysteme sind nur ei-
nige der zahlreichen Probleme, die gelost werden miis-
sen!!0:7%-84-87] Zellulire Trigersysteme bieten a priori eine
Reihe von Vorteilen, insbesondere, da nennenswerte immu-
nologische Reaktionen ausbleiben sollten.

Versuche an Miusen mit Erythrocyten, die elektrisch mit
Wirkstoffen beladen wurden, bestitigen die addquaten Ei-
genschaften eines zelluliren Trigersystems!®10.12:4%841 Ery.
throcyten, die sich bei geeigneter Wahl der Feldbedingungen
ohne nennenswerten Verlust von Himoglobin und anderen
intrazelluliren Komponenten beladen liefen, zirkulierten
nach intraventser Injektion zu einem hohen Prozentsatz in
der Blutbahn!!'®®®!, Die Lebensdauer dieser manipulierten
Zellen hat die gleiche GroBenordnung wie bei intakten Miu-
seerythrocyten. Wenn andererseits die Feldbedingungen so
gewahlt werden, daB der Himoglobingehalt nach dem Rege-
nerierungsprozef8 sehr niedrig ist (Schatten-Zellen, Ghost-
Zellen) und die Zellen sich im mittleren Volumen von intak-
ten Zellen unterscheiden, wird das eingeschlossene Pharma-
kon (z. B. Methotrexat, ein Cytostatikum, das einen wichti-
gen Schritt in der Synthese von Purin hemmt) spezifisch zur
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Leber transportiert™'>%). Die manipulierten Erythrocyten
werden unter diesen Bedingungen in Milz und Leber als
Fremdkorper erkannt und abgebaut, so da8 das Medikament
gezielt in diesen Organen akkumuliert wird. Durch simulta-
nen feldinduzierten Einschlu8 von Pharmakon und kleinen
magnetischen Teilchen (Durchmesser 10 nm) in Erythrocy-
ten lassen sich prinzipiell Trigersysteme mit anderen organ-
spezifischen Eigenschaften entwickeln. Durch externe ma-
gnetische Fithrung kénnen derartige ,,magnetische* Erythro-
cyten zu vielen Stellen im Organismus dirigiert werden. Ex-
perimente an Miusen haben gezeigt!'?, daB dieses Verfahren
im Prinzip funktioniert und daB die freigesetzten Magnetteil-
chen vom Korper eliminiert werden kdnnen, ohne dafl es zu
toxischen Reaktionen kommt!'®%7,

Die Fusion von Zellen iiber den elektrischen Durchbruch
bietet vollig neue Aspekte fiir die Entwicklung von Pharma-
kon-Trigersystemen. Ghost-Zellen, die mit einem Pharma-
kon gefiillt sind, konnen mit intakten Erythrocyten, Lym-
phocyten oder anderen korpereigenen Zellen fusioniert wer-
den. Da nach bisheriger Erkenntnis keine nennenswerten
Verluste an intrazelluliren Komponenten eintreten, lassen
sich so Trigersysteme konzipieren, die eine lange Lebens-
dauer im Korper und méglicherweise vollig neue organspezi-
fische Eigenschaften haben.

Besonders reizvoll konnten Trégersysteme sein, bei denen
Erythrocyten mit Liposomen fusioniert werden. Liposomen
koénnen durch einfache chemische Verfahren mit Proteinen
oder DNA (Genen) beladen werden!®. Durch den Einbau
von Liposomen in die Erythrocytenmembran konnte gezielt,
je nach chemischer Zusammensetzung der Liposomenmem-
bran, die Erythrocytenmembran lokal so veridndert werden,
daB sie eine zeitlich (auch rdumlich) kontrollierte Freiset-
zung der eingeschlossenen Substanz ermoglicht. Die Ver-
wendung von Phospholipiden, die nach der Membranfusion
durch UV-Strahlung chemisch vernetzt werden konnen, bie-
tet eine weitere, vielversprechende Variante fiir ein optima-
les Pharmakon-Trigersystem®*>* (siche hierzu auch %)

Die elektrisch induzierte Fusion eroffnet ganz allgemein
vollig neue Perspektiven fiir Anwendungen in anderen Le-
bensbereichen, da sie sich im Unterschied zu herkémmlichen
Methoden universell auf alle Zellen und kiinstliche Lipidve-
sikel anwenden lif3t. Das schonende Verfahren und die hohe
Ausbeute lassen eine hohe Lebensfihigkeit der fusionierten
Zellen erwarten.

Wir stehen erst am Anfang dieser Entwicklung. Im Hin-
blick auf die bereits vorliegenden Erkenntnisse 148t sich aber
schon heute eine Reihe von potentiellen Moglichkeiten fiir
dieses Fusionsverfahren aufzeigen.

Denkbar ist eine Fusion von Protoplasten aus mehreren
Pflanzen, um zu Pflanzen mit neuen Eigenschaften zu gelan-
gen, die z. B. hohere Ertrige bringen oder eine erhdhte Salz-
toleranz aufweisen. Salztolerante Mutanten von Sojabohnen
sind bekannt”®". In mehreren Laboratorien wird deshalb
versucht, durch Fusion von Protoplasten dieser Mutante mit
Protoplasten anderer Kulturpflanzen ein lebensfihiges Zell-
hybrid zu gewinnen, aus dem sich eine Pflanze mit den kom-
binierten Eigenschaften beider Pflanzen ziichten 148t.

Die Ubertragung des Gens aus Bakterien, das die Stick-
stoffbindung bewirkt, in pflanzliche Protoplasten iiber die
elektrische Fusion ist ebenfalls technisch einer Losung niher
gekommen. Die Fusion von Protoplasten aus Hefezellen mit
pflanzlichen Protoplasten bietet einen weiteren reizvollen
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Aspekt fir eine technische Anwendung. Hefezellen kénnen
bekanntlich Zucker zu Alkohol abbauen. Mit immobilisier-
ten Hefezellen in vernetzten polymeren Matrizen 148t sich
Alkohol bereits in kontinuierlichen Verfahren gewinnen (sie-
he hierzu ®>*), Pflanzliche Protoplasten konnen anderer-
seits Kohlendioxid und Wasser mit Sonnenenergie in Zucker
(und Stirke) umwandeln. Ein Zellhybrid, das die Eigen-
schaften beider Zellen enthilt, sollte deshalb imstande sein,
Kohlendioxid und Wasser mit Sonnenenergie direkt in Etha-
nol umzuwandeln. Ein derartiges Zellsystem hitte, wenn es
in technischem MaBle angewendet werden konnte, weitrei-
chende Konsequenzen fiir die Losung unserer heutigen
Energieprobleme. Sicherlich sind erhebliche Schwierigkeiten
zu iiberwinden, bis diese Ziele technisch erreicht sind. Insbe-
sondere muB gepriift werden, inwieweit die cytoplasmati-
schen Eigenschaften, das genetische Material und andere
Zellfaktoren bei der Fusion von Zellen unterschiedlicher
Herkunft miteinander kompatibel sind. Selbst im Falle eines
Scheiterns der anvisierten technischen Anwendungen diirfte
aber aus derartigen Untersuchungen eine Vielzahl von neu-
artigen Impulsen fiir die Zellbiologie und fiir die Erfor-
schung von Membranstruktur und -funktion resultieren.
Hieraus konnten sich neue Anwendungen ergeben, die heute
noch nicht erkennbar sind.

Die in diesem Beitrag aufgefiihrten Arbeiten wurden teilwei-
se durch das Bundesministerium fiir Forschung und Technolo-
gie und durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft gefordert.
Wir danken Prof. Dr. Gébel, Universitit Wiirzburg, fiir die
Uberlassung der Friend-Zellen. Unser besonderer Dank gilt
Frau S. Alexowsky fiir das Schreiben des Manuskriptes.
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