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Die Biotechnologie ist heute neben der Da­
tenverarbeitung und der Mikroelektronik 
eine der neuen Schlüsseltechnologien. Von 
der modernen Biotechnologie wird erwartet, 
daß sie zentrale Probleme der Menschheit 
umweltfreundlich lösen kann: etwa die aus­
reichende Versorgung mit Energien, Rohstof­
fen, Nahrungsmitteln und Medikamenten so­
wie die Beseitigung von Schadstoffen in Ab­
wässern. Die technische Möglichkeit, die Ei­
genschaften von Zellen auf der genetischen 
Ebene zu verändern, wird auch "genetic en­
gineering" genannt. Sie erlaubt 

• die Entwicklung von mikrobiellen Stäm­
men mit erhöhten, veränderten oder neuarti­
gen Stoffwechselleistungen, 

• die Gewinnung von mikrobiellen oder tie­
rischen Stämmen zur Produktion von Medi­
kamenten, z. B. monoklonalen Antikörpern 
und 

• die Züchtung von neuen Pflanzen, die hö­
here Erträge liefern oder resistent gegen 
Krankheitskeime oder Salzwasser sind. 

Im Prinzip läßt sich die Erbinformation eines 
Organismus durch zwei komplementäre 
Techniken in vitro (also gewissermaßen im 
Reagenzglas) verändern: mit Hilfe der Zell­
fusion und durch direkten Gen~(Plasmid-) 
Transfer. 

Die bisher verwendeten, konventionellen Fu­
sions- und Gentransfer-Techniken, die über­
wiegend Chemikalien bzw. inaktivierte Vi­
ren verwenden, sind nicht immer sehr effi­
zient und lassen sich nur schwer kontrollie­
ren. 

Die Entwicklung von elektrischen Methoden 
für die in-vitro-Zellfusion und für DNS- und 
Protein-Transfer durch biologische Membra­
nen ist möglicherweise eine interessante Al­
ternative zu den herkömmlichen Verfahren. 
Sie erlauben nämlich einen optisch kontrol­
lierbaren und durch physikalische Gesetze 
determinierten Ablauf der Fusion und des 
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Elektrofusion und Elektro­
permeabilisierung von Zellen 
Eine neuartige Methode der Biotechnologie zur gezielten 
Veränderung der genetischen Eigenschaften von Zellen 

Gentransfers. Ein technischer Einsatz dieser 
Methoden ist deshalb in den Bereich des 
Möglichen gerückt. 

Die Elektrofusion von Zellen und die elek­
trisch induzierte Einschleusung von nieder­
molekularen Substanzen und von Makromo­
lekülen durch Membranen beruhen auf dem 
reversiblen elektrischen Durchbruch der 
Zellmembran in einem äußeren elektrischen 
Feld. Dieser führt zu einer lokalen, reversi­
blen und kontraHierbaren Elektropermeabi­
lisierung der Zellmembran. Das elektrische 
Feld darf hierbei nur kurz, größenordnungs­
mäßig einige Mikrosekunden, anliegen. 

Der reversible elektrische Durchbruch war 
im Jahre 1973 eine Zufallsentdeckung [1, 2] 
und stand im Widerspruch zur damaligen 
Lehrmeinung. Diese besagte, daß hohe elek­
trische Felder Zellen (bzw. Zellmembranen) 
irreversibel zerstören [3]. Eine Reihe von 
Wissenschaftlern bestritten deshalb zunächst 
das Auftreten reversibler elektrischer Feldef­
fekte in biologischen Membranen [3, 4]. Erst 
später wurde die Möglichkeit konzidiert [5], 
daß sich die Zellmembran für längere Zeit 
unter reversiblen Bedingungen permeabilisie­
ren läßt, und daß der intrazelluläre Pool 
durch Austausch von Makromolekülen (aber 
auch anderer, niedermolekularer Stoffe) ge­
zielt verändert werden kann. Man hatte er­
kannt, daß die Zeitdauer der Einwirkung des 
Feldes auf die Zellen entscheidend ist: Wäh­
rend im Bereich von einigen Mikrosekunden 
ein reversibler Durchbruch eintritt, wird bei 
längeren Impulsen die Zelle zerstört. Aus der 
Entdeckung von 1973 ist heute ein etabliertes 
und schnell weiterwachsendes Forschungsge­
biet geworden. 

Reversibler Durchbruch und 
Elektropenneabilisierung 

Bei Überschreiten der Durchbruchsspannung 
U c des Membrankondensators von ca. 1 V 
bricht die Membran lokal durch; strukturelle 
Änderungen in der Membran führen zu einer 
Erhöhung der elektrischen Leitfähigkeit und 

der Permeabilität der Membran. Diese Per­
meabilitätsänderungen sind reversibel. Die 
Zellmembran gewinnt nach Abschalten des 
äußeren Feldes ihren ursprünglichen, hohen 
elektrischen Widerstand und ihre Impermea­
bilität zurück. Dies gilt vor allem dann, wenn 
die Temperatur der Zellsuspension auf 37 °C 
angehoben wird. Ursache für diese tempera­
turabhängige Regenerierung der Membran­
struktur und -funktion sind in der Fluidität 
der Membran und in enzymatischen Prozes­
sen zu suchen. 

Der Zusammenhang zwischen der induzier­
ten Membranspannung U g und der äu~eren 
Feldstärke E

0 
läßt sich durch folgende Uber­

legungen und Gleichungen verständlich ma­
chen. (Die genaue Berechnung erfolgt über 
die Integration der Laplace-Gleichung (6].) 
Für die interne elektrische Feldstärke Ei in ei­
nem sphärischen Teilchen mit isotropen Ei­
genschaften, das sich in einem äußeren Feld 
E

0 
befindet, gilt (siehe auch Abbildung 1} 

(1) 

Ki und K
0 

sind die komplexen spezifischen 
Admittanzen im Teilcheninneren bzw. im 
Außenmedium. Es ist [7]: 

es ist die spezifische Leitfähigkeit, Er die di­
elektrische Konstante relativ zum leeren Raum 
und e- 8,84 · l0-12 Farad/rn. 

Aus dem internen elektrischen Feld läßt sich 
relativ leicht die generierte Membranspan­
nung U g einer Zelle bestimmen. Wir nehmen 
an, daß die Zelle ein sphärischer Körper ist, 
der durch eine nicht- (oder nur schwach-) 
leitende Schale mit geringer Dicke von der 
leitenden Außenlösung abgegrenzt ist (Ab­
bildung 1 ). Unter dieser Bedingung, die für 
Zellen bei Gleichstromfeldern oder bei Wech­
selfeldern niedriger Frequenz immer zutrifft, 
ist Ki F:::S 0. Mit Gleichung 1 gilt dann 
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(2) 

Dabei ist Ei eine über die Zelle gemittelte 
Feldstärke. Die Spannung über der Zelle ist 
dann gleich 2a · Ei (a: Zellradius}. Dies gilt für 
eine homogene, schwachleitende Zelle 
ebenso wie für eine Zelle, die ein hochleiten­
des Innenmilieu aufweist, aber von einer 
schwachleitenden Membran umhüllt ist. Zu 
dem für uns wichtigen zweiten Fall teilt sich 
die gesamte Spannung über der Zelle prak­
tisch ausschließlich auf die beiden schwach­
leitenden Membranen auf. Für eine Position 
an den Polen der Zellen ( d. h. an den Stellen in 
Feldrichtung) gilt somit für die induziene 
Membranspannung 

(3) 

Dabei soll die Membrandicke d sehr viel klei­
ner als der Zellradius a sein. Die exakte Lö­
sung der Laplace-Gleichung [6) ergibt als 
Membranspannung für Membranone mit be­
liebiger Richtung zum Felde (siehe Abb. 2} 

(4) 

Voraussetzung für die obigen Beziehungen 
ist, daß das Feld bis zur Einstellung der 
Gleichgewichtsspannung anliegt. Bei Feldim­
pulsen von kurzer Dauer ist dies nicht immer 
der Fall, insbesondere dann nicht, wenn die 
Zellen in schwach leitenden Lösungen sus­
pendiert sind. 

Die Geschwindigkeit des Spannungsaufbaus 
über der Membran hängt nicht nur vom 
Widerstand und der Kapazität der Mem­
bran selbst ab, sondern auch von den spezifi­
schen Leitfähigkeiten der innen und außen 
an die Membran angrenzenden Lösungen. 
Nach Gleichung 4 können aufgrund der Ra­
diusabhängigkeit der induzierten Spannung 
größere Zellen leichter, d. h. bei kleineren 
Feldstärken, zum Durchbruch gebracht wer­
den als kleinere. Außerdem ist aufgrund der 
Winkelabhängigkeit die durch den externen 
Feldpuls induzierte Membranspannung in 
Feldrichtung am größten, während sie für ll 
- 90° verschwindet (Abbildung 2). Sukzes­
~ive Erhöhung der äußeren Feldstärke E

0 

führt deshalb für E
0 

- Eoc - U/(1,5 a) zu­
nächst zu einem elektrischen Durchbruch je­
ner Membranbereiche, die bei ll - 0, also in 
Feldrichtung liegen (Pole in Abbildung 2). 
Erst nach Applikation von Feldpulsen höhe­
rer Intensität brechen auch Membranbereiche 
mit t) > 0 durch. Diese Winkelabhängigkeit 
des Durchbruchs ist in Abbildung 2 durch 
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"Poren" in der Membran angedeutet. Der zu­
gehörige kritische Winkel bestimmt sich aus 
Gleichung 4. Wie neueste Untersuchungen 
gezeigt haben [8], muß zu dieser Winkelab­
hängigkeit der Durchbruchsspannung auch 
die Asymmetrie des elektrischen Durch­
bruchs in den beiden Hemisphären der Zelle 
mit in die Überlegungen einbezogen werden. 
Durch Diffusions- und elektrogene Prozesse 
in der Membran bedingt, liegt nämlich eine 
intrinsische Potentialdifferenz Um über der 

Abb. t. Sph~rischer Körper a) ohne und b; 
mit MembranhOlle in einem elektrischeil 
Wechselfeld der Feldstärke E

0
; Ei ist die in­

duzierte elektrische Feldstärke im Zellinne­
ren; K

0 
und Ki sind die komplexen Admit· 

tanzen im Außen- und Innenraum. 

Abb. 2. Schematische Darstellung der Per­
meabilisierung einer Zelle im elektrischen 
Feld. Die induzierte Membranspannung U 

1 
und damit die Durchbruchsspannung Uc 
ist gemäß Gleichung 4 bei gegebenem Ra­
dius a proportional zur äußeren Feldstärke 
E

0
• a) Aufgrund der Winkelabhlngigkeit 

erfolgt der elektrische Durchbruch der 
Membran bei der kritischen ~ußeren Feld­
sdrke E

0 
• Eoc • U/(1,5a) an den "Polen .. 

der Zelle, d. h. in Feldrichtung. b) Bei Ober­
kritiichen Feldstärken E

0 
> EOI: wird die 

Durchbruchsspannung auch für Bereiche 
1) > 0 erreicht. Dies ist durch die Bildung 
von Poren angedeutet. Am .Äquator• der 
Zelle, d. h. rechtwinklig zur Feldrichtung, 
ist die induzierte Membranspannung im­
mer gleich Null, dort erfolgt auch kein 
Durchbruch. 

Abb. 3. Oft liegt eine intrinsische Ruhepo­
tientialdifferenz Um Ober der Membran an 
(innen negativ in bezugauf die Außenlö­
sung). Unter den hier vereinfacht darge­
stellten Bedingungen wird die induzierte 
Spannung l! 

1 
auf der der Anodenseite zu­

gewandten Membranh~lfte zu Um addiert, 
während auf der Kathodenseite eine Sub­
traktion erfolgt. Durchbruch wird deshalb 
bei der kritischen Feldstärke Eoc nur auf der 
Anodenseite bei u, + um = uc beobach­
tet. 

Membran vor, der die induzierte Membran­
spannung U g überlagen wird (Abbildung 3). 
Um liegt in aer Größenordnung von 0,1 V, 
wobei das Zellinnere normalerweise negativ 
gegenüber der Außenlösung ist. Wie Abbil­
dung 3 zeigt, erfolgt die Üherlagerung der 
beiden Membranpotentialdifferenzen · in der 
einen Hemisphäre additiv, in der anderen 
subtraktiv. Da die Gesamtspannungsdiffe­
renz über der Membran das Durchbruchsver­
halten der Zelle bestimmt, wird der Durch-
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Abb. 4. Feld-induzierte Aufnahme einer in­
takten Maus-Lymphozytenzelle durch eine 
Friend-Zelle. a) Die Lymphozyten- und die 
Friend-Zelle wurden zun~chst durch ein 
inhomogenes elektrisches Wechselfeld mit 
1 MHzFrequenz und 20 kVIm Feldsdrke 
in einen engen Membrankontakt gebracht. 
Anschließend wurde ein Feldpuls von 20 J.15 
Dauer und einer Feldstärke von 350 
kV Im appliziert. Bei dieser Feldstärke wird 
die Durchbruchsspannung der Membran 
der großen Friendzelle, nicht aber die der 
kleineren Lymphozytenzelle, erreicht. b) 
Infolgedessen wird feld-induzierte Auf­
nahme (Photographie 30 Sekunden nach 
Feldpuls), nicht aber Fusion, beobachtet. 
Bei diesen Experimenten waren die Zellen 
in einer isotonen Mannit-Lösung enthal­
ten. 

Abb. 5. Asymmetrische Aufnahme des 
Fluoreszenzfarbstoffes Bisbenzimid (fluo­
resziert blau) durch die der Anodenseite zu­
gewandten Hemisphäre einer Maus-Mye­
lom-Zelle. Feldbedingungen: Drei Pulse im 
Abstand von je 0,5 Sekunden, Feldstärke 
1200 kV /m, 20 J1S Pulsl~nge. Nach Behand­
lung mit Pronase wurden die Zellen zum 
Pulsen in isotone Zuckerlösung mit je 33 
mM KCI und NaCI überführt. Die Auf­
nahme (a) zur Positionskontrolle wurde 
mit dem Phasenkontrastmikroskop aufge­
nommen; die Aufnahme (b) erfolgte mit 
dem Fluoreszenzmikroskop 60 Sekunden 
nach Applikation des Feldpulses, also nach 
Aufnahme des Farbstoffes. 

bruch zunächst für Membrangebiete in der 
Hemisphäre def Zelle erfolgen, bei der die 
beiden Spannungsdifferenzen die gleiche 
Richtung aufweisen. Erst bei deutlich höhe­
ren Feldstärken tritt der Durchbruch auch in 
der gegenüberliegenden Hemisphäre auf, in 
der die beiden Spannungen antiparallel ge­
richtet sind. Da die intrinsische Potentialdif­
ferenz Um auch durch die Oberflächenladun­
gen bestimmt wird, sollte die. Asymmetrie des 
Durchbruchs von der Netto-Oberflächenla­
dung auf der Membran abhängen. Diese Ver­
mutung läßt sich in der Tat durch das Experi­
ment bestätigen, wenn diese Oberflächenla­
dung durch Vorbehandlung der Zellen mit 
Enzymen oder durch Variation des Elektro­
lytgehaltes in der Außenlösung variiert 
wird. 

Die Elektropermeabilisierung in 
der Praxis 

Wir wollen nun zwei Beispiele für den rever­
siblen elektrischen Durchbruch und für die 
Asymmetrie des Durchbruches in einer He­
misphäre geben. In Abbildung 4 sind eine 
große und eine kleine Zelle miteinander in 
Kontakt gebracht worden. Einen Durchbruch 
erleidet nur die große Zelle, wenn die Feld­
stärke des externen Pulses so gewählt wird, 
daß nach Gleichung 4 die Durchbruchsspan­
nung der kleineren Zelle nicht überschritten 
wird. Unter diesen Bedingungen wird die 
kleinere Zelle von der größeren Zelle aufge­
nommen. 

Abbildung 5 zeigt die elektrisch induzierte 
Aufnahme von Fluoreszenzfarbstoff in Mye­
lom-Zellen von Mäusen. In Lösungen mit ge~ 
ringem Elektrolytgehalt, z. B. isotonen Zuk­
kerlösungen, wie sie bei der konventionellen 
Elektrofusionsmethode verwendet werden, 
wird der Farbstoff gemäß Abbildung 3 bevor­
zugt durch die der Anodenseite zugekehnen 
Hemisphäre der Zellen aufgenommen; bei 
höherer Ionenstärke, etwa isotonen Zucker­
lösungen, die etwa 45 mM (millimolaren) 
Elektrolyt, wie NaCl oder KCl, enthalten, 
wird symmetrische Aufnahme beobachtet. 

Bei isotonen Zuckerlösungen, die etwa 70 
mM Elektrolyt enthalten, tritt dagegen sehr 
oft erneut asymmetrische Aufnahme ein, 
diesmal aber durch die der Kathodenseite zu­
gewandten Hemisphäre. 

Für die bei mittlerer Elektrolytkonzentration 
beobachtete symmetrische Aufnahme ist of­
fensichtlich die natürliche Membranpoten­
tialdifferenz vernachlässigbar klein. 

Enzymatische Vorbehandlung der Zellen mit 
Pronase oder Dispase in nichtleitenden und 
leitenden Lösungen führt zu einer ausgepräg­
tereD asymmetrischen Aufnahme von der 
anodischen Hemisphäre her. 

Ein weiterer wichtiger Parameter für den 
Stoff-Transfer ist die Temperatur. Die Elek­
tropermeabilisierung sollte möglichst bei 
Temperaturen unterhalb von 20 °C erfolgen. 
Die Dauer der elektrisch induzierten Erhö­
hung der Membranpermeabilität muß näm­
lich lang genug sein, um einen effizienten 
Stoffaustausch zwischen Zelle und Medium 
zu ermöglichen. Oberhalb der Raumtempe­
ratur laufen die Ausheilprozesse in der Mem­
bran so schnell ab, daß kein ausreichender 
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Stofftransport durch die penneabilisierte 
Membranfläche zustande kommt. 

Es sei bereits hier aus Verständnisgründen er­
wähnt, daß dieser Ausheilprozeß in den 
Membranen von benachbarten Zellen bei der 
Verschmelzung oder Elektrofusion anschei­
nend behindert ist. Nach Durchbruch in der 
Kontaktzone sich berührender Zellen bildet 
sich sofort ein Zytoplasmatisches Kontinuum 
zwischen den beiden Zellen. Daher ist es vor­
teilhaft, Elektrofusion von Zellen bei Raum­
temperatur durchzuführen. 

Beim elektrisch induzierten Stoff-(Gen-) 
Transfer bei tiefen Temperaturen muß be­
rücksichtigt werden, daß die elektrische 
Durchbruchsspannung U c stark temperatur­
abhängig ist. Bei 4 °C liegt Uc im Bereich von 
2 V, gegenüberetwa 1 V bei Zimmertempera­
tur. Unterhalb von 4 °C steigt die Durch­
bruchsspannung extrem an. Wie Messungen 
an Riesenalgenzellen und an künstlichen, 
planaren Lipidmembranen gezeigt haben, 
kommt es dann zu irreversiblen Änderungen 
in der Membran [9]. 

Weiterhin muß bei Feldpuls-Experimenten 
mit Zellen berücksichtigt werden, daß es nach 
elektrischem Durchbruch der Zellmembran 
nicht nur zu einer Stoffaufnahme in die Zelle 
kommt, sondern auch zu einem mehr oder 
minder ausgeprägten Austausch der intrazel­
lulären Stoffe mit der Außenlösung. Insbe­
sondere kann der Austausch zwischen intra­
zellulärem Kalium mit extrazellulärem Na­
trium die Lebensfähigkeit der Zellen emp­
findlich beeinträchtigen. Dies läßt sich 
vermeiden, wenn die Lösungen, in denen die 
Zellen suspendiert werden, ausreichend hohe 
Kaliumkonzentrationen enthalten. 

Bedingt durch diese Austauschprozesse sind 
die Verweilzeiten bei 4 °C nach der Elektro­
permeabilisierung auf wenige Minuten zu be­
schränken, da sonst die Lebensfähigkeit der 
Zellen beeinträchtigt wird. Die Regenerie­
rung der Membran ist in wenigen Minuten 
durch eine Erhöhung der Temperatur etwa 
auf 37 °C zu erreichen. Bei Berücksichtigung 
dieser experimentellen Randbedingungen 
lassen sich zell-fremde Stoffe in hoher Aus­
beute in Zellen einbringen, etwa Farbstoffe, 
Pharmaka, Proteine, Enzyme, Latexpartikel 
sowie DNS. Wie in Abbildung 4 gezeigt 
wurde, lassen sich sogar ganze Zellen in 
Wirtszellen einschleusen. 

Die besten Ergebnisse bei der elektrisch in du-
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Abb. 6. Abhängigkeit der Zahl an transfor­
mierten Klonen von der Zahl der applizier­
ten Pulse bei der elektrisch induzierten 
DN5-Aufnahme in Maus-L-Zellen. Die 
Pulse (Feldstärke 1000 k V Im, Pulslänge 
5 JLS) wurden in Abständen von je einer Mi­
nute bei 4 °C appliziert. 

Abb. 7. Schematische Darstellung der Elek­
trofusion von zwei Zellen, die in engem 
Kontakt zueinander in Richtung des elek­
trischen Feldes (Feldstärke EJ angeordnet 
sind (a). Der elektri5che Durchbruch er­
folgt in den Membranbereichen, die paral­
lel zu den Feldlinien (Pfeile) liegen (b). Dar­
aufhin erfolgt Fusion der beiden Zellen (c). 

Abb. 8. Schematische Darstellung von 
Elektrophorese und Dielektrophorese. a) 
Elektrophorese. Aufgrund ihrer Nettola­
dung wandern Zellen im homogenen elek­
trischen Feld (Plattenkondensator) in 
Richtung einer Elektrode. Die Richtung 
der Wanderung hängt vom Vorzeichen der 
Nettoladung der Zelle ab. Im allgemeinen 
besitzen Zellen eine negative Oberflächen­
ladung. b) Zusätzlich wird in einer Zelle 
eine Dipol induziert und zwar unabhängig 
davon, ob eine Nettoladung vorhanden ist. 
Da die elektrische Feldstärke auf beiden 
Zellseiten gleich ist, trägt diese induzierte 
Ladung nicht zur Wanderung der Zelle bei. 
c) In einem inhomogenen Feld hingegen 
können auch Partikel/Zellen ohne Netto­
ladung wandern, da das elektrische Feld auf 
den induzierten Dipol eine Kraft ausübt. 
Die Wanderung erfolgt in Bereiche mit hö­
herer Feldstärke. d) Durch Umpolung der 
Elektroden wird die Wanderungsrichtung 
(im Gegensatz zur Elektrophorese) nicht 
verändert. Diesen Effekt bezeichnet man 
als Dielektrophorese. e) Die in den Zellen 
induzierten Dipole ziehen sich gegenseitig 
an. Als Folge bilden sich "Perlenketten" 
entlang den Feldlinien aus. 

Abb. 9. Elektrofusion von pflanzlichen 
Protoplasten (in isotoner Sorbitlösung). a) 
Kettenbildung durch Dielektrophorese (1 
MHz Frequenz, 7,5 kV /m Feldstärke), b) 
Sekunden nach Applikation eines Feldpul­
ses (75 kV /m Feldstärke, 20 J.15 Pulslänge), 
und c) 10 Minuten nach Feldapplikation. In 
der fusionierten Zelle vermischen sich die 
Zellinhalte der verschiedenen Zellen nicht 
sofort. 
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zierten DNS-Aufnahme wurden bei 4 °C in 
isotonen Lösungen erzielt, wobei 30 mM KCl 
und eine entsprechende Menge an Inositol 
zugesetzt wurde. Maus-L-Zellen waren mit 
Dispase vorbehandelt, so daß optimale 
Durchbruchsbedingungen gewährleistet wa­
ren. Eingeschleust wurde das Plasmid pSV2-
neo, das zu einer Resistenz gegen das anti­
biotikum G-418 führt. Vergleichsweise hohe 
Ausbeuten an transformierten, d. h. Antibio­
tika-resistenten L-Zellen (in der Größenord­
nung von 0,1 % der behandelten Zellen) 
konnten unter optimalen Bedingungen erhal­
ten werden. Die Ausbeute bei diesen, aber 
auch bei anderen Zellsystemen hing von der 
Feldstärke, der Anzahl der Durchbruchsim­
pulse (Abbildung 6) und dem zeitlichen Ab­
stand zwischen den einzelnen Pulsen ab. Der 
Befund, daß Mehrfachpulse - bei richtiger 
Wahl des zeitlichen Abstandes - ·zu einer we­
sentlich erhöhten Aufnahme an Genen in die 
Zelle führt, ist aufgrundder Winkelabhängig­
keit der Durchbruchsspannung verständlich: 
In der Zeit zwischen zwei Pulsen verändern 
die Zellen aufgrund der Brownschen Bewe­
gung ihre Position und Lage zum Feld ein we­
nig, so daß beim Folgepuls Membranbereiche 
in Feldrichtung liegen, die beim ersten Puls 
nicht durchgebrochen waren. 

Herstellung des Zellmembran­
Kontaktes für die Zellfusion 

Der elektrische Durchbruch von Zellmem­
branen verursacht die Fusion von Zellen, vor-
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ausgesetzt, diese haben einen engen Mem-
brankontakt (Abbildung 7). ' 

Bei der konventionellen Elektrofusionsme­
thode wird der Zellmembrankontakt über 
das Phänomen der Dielektrophorese erreicht 
(Abbildung 8). Dieses Phänomen beruht dar­
auf, daß in einem elektrischen Feld in der 
Zelle durch Ladungswanderung ein Dipol in­
duziert wird. Ist das Feld inhomogen, wie 
z. B. zwischen zwei parallelen, zylindrischen 
Elektroden, wirkt auf den Dipol in der Zelle 
eine Kraft. Die Zelle wird, wenn sie eine hö­
here Dielektrizitätskonstante aufweist als das 
Medium, in die Richtung höherer Feldstärke 
gezogen. Diese Wanderung von Zellen ent­
lang des Feldgradienten wird auch in einem 
inhomogenen Wechselfeld beobachtet. 

Bei ihrer Wanderung entlang der Feldlinien 
nähern sich die Zellen einander. Wenn der 
Abstand nur noch einige Mikrometer beträgt, 
erfolgt aufgrund der starken Dipolkräfte eine 
Anziehung (Abbildung 8). Bei einer Feld­
stärke des Wechselfeldes von etwa 1 kV /m 
kommen sich die Zellen bis auf einige Nano­
meter nahe. Elektrischer Durchbruch in der 
Kontaktzone führt dann zur Fusion der Zel­
len, da sich ein zytoplasmatisches Kontinuum 
bildet, das ein "lneinanderfließen" der Mem­
branen der benachbarten Zellen ermöglicht. 
Aus energetischen Gründen rundet sich das 
entstehende Gebilde ab. Der gesamte Prozeß 
der Elektrofusion kann unter dem Mikro­
skop verfolgt werden (Abbildung 9). Die Zahl 

der zu fusionierenden Zellen läßt sich über 
die Suspensionsdichte und durch geeignete 
Elektrodenkammern steuern. 

Eine große Zahl von mikrobiellen, pflanzli­
chen oder tierischen Zellen lassen sich fusio­
nieren bzw. hohe Ausbeuten an Hybriden 
können erhalten werden, wenn kommerziell 
erhältliche Helix- und Rotationskammern 
verwendet werden (Abbildungen 10 und 11 ). 

In der Regel wird die Fusion der Zellen in 
schwach leitenden Lösungen (Lösungen ge­
ringer Ionenstärke) durchgeführt, um starke 
Wärmeentwicklung durch das angelegte 
Wechselfeld zu vermeiden. Deranige Lösun­
gen sind für Zellen nicht schädlich, wenn die 
Inkubationszeit nicht zu lange ist. Allerdings 
setzt die Fusion in diesen Lösungen eine ge­
naue Abstimmung zwischen verwendetem 
Gerät, den eingesetzten Fusions- und Nach­
behandlungs-Medien und dem zeitlichen Ab­
lauf des gesamten Fusionsprozesses bis zur 
Übertragung der Fusionsprodukte in Nähr­
oder Selektionsmedien voraus. Diese Proble­
matik ist bei der Anwendung dieser Methode, 
insbesondere bei der Fusion von tierischen 
Zellen, sehr häufig übersehen worden. Aller­
dings liegen heute detaillierte Protokolle für 
die Elektrofusion von verschiedensten mi­
krobiellen, pflanzlichen und tierischen Zel­
len vor, so daß diese physikalische Methode 
nunmehr auch in den Händen der Biologen 
und Mediziner erfolgreich eingesetzt wird 
(8-10]. 
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Andere Arten der Kontakt­
bildung 

Werden Zellen in hoher Suspensionsdichte ei­
nem elektrischen Durchbruchspuls von etwa 
20 J1S Dauer ausgesetzt, so ist der mittlere Ab­
stand zwischen den einzelnen Zellen unter 
diesen Bedingungen so gering, daß während 
des Feldpulses Dielektrophorese auftritt. 
Diese führt zur Ausbildung des notwendigen 
Membrankontaktes. Selbst wenn das homo­
gene elektrische Feld eines Plattenkondensa­
tors verwendet wird, ist doch lokal das Feld 
durch die hohe Suspensionsdichte so stark in­
homogen, daß bei Applikation von Pulsen ho­
her Feldintensität (die etwa 10 mal höher ist als 
bei der normalen Dielektrophorese) kurzzei­
tig erhebliche Wanderungsgeschwindigkeiten 
und Anziehungskräfte zwischen den Zellen 
auftreten können. 

Auf diesem Weg gelang es bei Entladungsver­
suchen in Erythrozyten-Suspet:Uionen Elek­
trofusion zwischen Zellen nachzuweisen 
[8-10]. Im Prinzip läßt sich Fusion auch in 
einem dichtgepackten Zellverband, einem 
Zellpellet, durchführen. Auch dies führt zur 
Bildung von Hefehybriden und Hybridom­
Zellen; allerdings sind zur Zeit noch die Aus­
beuten geringer als bei Verwendung der 
Standard-E1ektrofusionsmethode. 

Die Ausbeuten sind höher, wenn bei niedriger 
Suspensionsdichte bzw. bei hoher Verdün­
nung die Zellen zunächst einer Folge von di­
elektrischen Durchbruchsimpulsen ausge­
setzt werden. Anschließend wird die Zell­
suspension zentrifugiert. Die Fusion läuft 
dann zwischen den dichtgepackten Zellen im 
Pellet ab. Dieses Verfahren könnte möglicher­
weise im Gegensatz zum ersteren Verfahren 
technisch interessant werden, da es einfach ist 
und hohe Ausbeuten an Hybriden liefen. Al­
lerdings lassenalldiese Verfahren keine opti­
sche Kontrolle des Fusionsprozesses zu. 

Über mechanisch mit Mikropipetten herbei­
geführten Kontakt ließen sich zwei pflanzli­
che Protoplasten fusionieren. Wegen der zu 
großen Dauer des Feldpulses (Millisekunden­
Bereich) waren die fusionierten Zellen aller­
dings nicht lebensfähig. Dieses Verfahren 
ist außerdem nur auf wenige Zellen be­
schränkt. 

Interessanter erscheint das Membranverfah­
ren, bei dem die Elternzellen auf die Oberflä­
che zweier Membranen (oder Filter) adsor­
biert werden. Dies kann elektrostatisch, ehe-
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misch oder durch Ansaugen in die Filterpo­
ren geschehen, die einen etwas kleineren 
Durchmesser als die Zellen aufweisen. Die 
beiden Membranen (oder Filter) werden in ei­
nem Plattenkondensator mechanisch auf eine 
so kurze Distanz gebracht, daß die Zellen sich 
entweder gleich berühren oder durch Dielek­
trophorese in Kontakt gebracht werden. Ap­
plikation von Durchbruchsimpulsen führt 
zur Fusion der Zellen mit hohen Ausbeuten 
an Hybriden von Hefezellen und Hybridom­
Zellen. 

Ein technisch ebenfalls interessantes Verfah­
ren stellt die Magneto-Elektrofusion dar. Die 
äußere Oberfläche von Zellen wird durch 
Adsorption kleiner magnetischer Teilchen 
magnetisiert. Mit Hilfe von gekreuzten ma­
gnetischen Feldern werden die Zellen in ei­
nem kleinen Volumen konzentriert, das sich 
zwischen zwei parallelen Elektroden befin­
det. Die magnetische Kraft, die in das Zen­
trum zwischen den Elektroden gerichtet ist, 

Abb. 10. Helix-Fusionskammer: Die Kam­
mer besteht aus zwei Teilen, einem lußeren 
MantelgefJß (rechts), in das die Zellsuspen­
sion pipettiert wird, und einem inneren zy­
lindrischen Tubus (links). Um den Tubus 
sind zwei Platindrlhte, die als Elektroden 
dienen, parallel zueinander aufgewickelt 
(Unge etwa l m). Auf diese Weise entsteht 
ein großer Elektrodenraum, in dem sehr 
viele Zellen fusioniert werden können. 
Beim Experiment wird der Tubus vorsich­
tig in das Außenmantelgeflß eingeführt. 
Die Zellen und die Lösung steigen im Zwi­
schenraum zwischen innerer und lußerer 
Tubuswand hoch. Anschließend wird die 
Elektrofusion nach den Standardbedin­
gungen durchgeführt. Nachdem sich die 
fusionierten Zellen abgerundet haben, wer­
den sie entweder durch Herausziehen des 
Tubus abpipettiert oder durch öffnen eines 
Ventils am Boden in ein Geflß zentrifu­
giert, das Nährmedium enthllt. 

Abb. 1 1. Rotationskammer: Auf einer 
durchsichtigen Scheibe sind radial parallele 
Elektroden aufgedampft, so daß ein großer 
Elektrodenraum entsteht. Zellen werden 
durch eine Einlaßöffnung auf die Elektro­
denoberfläche aufgebracht und anschlie­
ßend Ober Zentrifugation durch eine seitli­
che, ringförmige Nut aus dem Elektroden­
raum entfernt. a) zeigt die gesamte Kam­
mer, b) einen vergrößerten Ausschnitt. 

reicht für einen Membrankontakt aus. Das 
Verfahren erlaubt Elektrofusion von Erythro­
zyten und Hefezellen in hoher Ausbeute. Da­
bei kann in leitenden Lösungen fusioniert 
werden. Vor allem können die entstehenden 
Produkte relativ einfach über Magnete abge­
trennt werden. Während der magnetisch­
elektrisc~en Fusion werden nämlich magne­
tische Teilchen in das Zellinnere der Fu­
sionsprodukte miteingeschlossen. Da sich 
die auf den äußeren Oberflächen adsorbier­
ten magnetischen Teilchen über Waschvor­
gänge entfernen lassen, können die magneti­
schen Fusionsprodukte anschließend von den 
nichtmagnetischen Mutterzellen abgetrennt 
werden. 

Vom tethnischen Standpunkt aus ebenfalls 
interessant dürfte das vor kurzem entwickelte 
elektro-akustische Verfahre~ sein. In einem 
Schallfeld treten ähnlich geartete Kräfte wie 
bei der Dielektrophorese auf. Dabei sind aber 
nicht die elektrischen Eigenschaften der Zelle 
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Abb. 12. Konzentration von menschlichen 
Erythrozyten im stehenden Ultraschall­
feld. Rechtwinklig zur Schallausbreitung 
auf Ebenen, die durch eine halbe Wellen­
länge voneinander getrennt sind, erfolgt 
die Konzentrierung der Erythrozyten zu 
Banden. 

Abb. 13. Elektrofusion von Hefe-Proto­
plasten zweier venchiedener StAmme (Sac­
charomyces cerevisiae 2114 und 3441). a) 
Dielektrophorese wurde in einem elektri­
schen Wechselfeld durchgeführt (180 kV Im 
Feldstlrke, 2 MHz Frequenz). b) Fusion 
wurde durch zwei aufeinanderfolgende 
Durchbruchspulse induziert . (700 kV /m 
Feldstlrke, 40 J.I.S PulsiJnge, Abstand der 
Pulse: 10 Sekunden). c) Zellen kurz nach · 
dem Durchbruch. d) Nach etwa drei Minu­
ten hat sich das Fusionsprodukt vollständig 
abgerundet. 

Abb. 14. Pflanzenprotoplasten (Kartoffel, 
Mesophyll und Tabak, Suspension) wurden 

. elektrisch fusioniert (Pulslänge 50 J.1.5, Feld­
stärke 120 kV Im). a) zeigt Fusionsprodukte 
nach Isolierung mit einer Mikropipette 
und Kultivierung in Nährmedium. b) Zell­
teilung. c) zeigt die etwa 6 Wochen später 
daraus entstandenen Kolonien (Kalli). Mit 
freundlicher Genehmigung von Dr. M. G. 
K. Jones und Dr. M. J. Tempelaar, Dept. of 
Biochem., Rotharnsted Exp. Station, Har­
penden, Herts U. K. 

und der Lösung wichtig, sondern die Dich­
teunterschiede. 

In einem Ultraschallfeld lassen sich auf diese 
Weise Perlenketten von Zellen bilden. Ver­
wendet man stehende Wellen, bilden sich 
Druckmaxima aus, in denen sich die Zellen 
konzentrieren und in engen Membrankon­
takt kommen (Abbildung 12). Bei der Ver­
wendung eines Ultraschallfeldes von 1 MHz 
Frequenz konnten auf diese Weise Erythrozy:.. 

ten und Myelom-Zellen fusioniert werden. 
Bei geringen Suspensionsdichten bildeten 
sich bevorzugt Fusionsprodukte aus zwei 
Zellen. Das Verfahren erlaubt das Arbeiten in 
leitenden Lösungen und läßt sich optisch ver­
folgen. 

Auch Chemikalien, wie Polyäthylenglykol, 
lassen sich zur Herstellung eines Membran­
kontaktes verwenden. Die Fusion erfolgt 
dann ebenfalls mit einem Feldpuls. Dieses 
Verfahren dürfte gegenüber den chemischen 
Fusionsverfahren, die ebenfalls meistens Po­
lyäthylenglykol verwenden, keine großen 
Vorteile aufweisen, da der Fusionsprozeß 
nicht kontrolliert werden kann. Interessanter 
ist die Verwendung einer spezifischen A vi­
din-Biotin-Bindung zwischen Lymphozyten 
und Myelom-Zellen, die nach Applikation 
des Durchbruchspulses Hybridom-Zellen 
entstehen läßt. 

Elektrofusion 

Inzwischen liegen so viele Untersuchungen 
über Elektrofusion von Zellen vor (8-10), 
daß diese Methode mit Recht als universell 
für die Fusion von Zellen und künstlichen Li­
pid-Systemen angesehen wird. So lassen sich 
zwei planare Lipidmembranen sowie · Zellen 
mit Liposomen elektrisch verschmelzen. 

Die Elektrofusion von Bakterien ist vor 
kurzem gelungen (8). Dabei entstanden 
Hybride, welche die Eigenschaften beider 
Eltern enthielten. Hefezellen (Abbildung 13) 
lassen sich besonders gut mit dem elektri­
schen Verfahren unter hoher Ausbeute fu­
stOrueren. 

Viele Arbeiten liegen heute über die Fusion 
von pflanzlichen Protoplasten vor (Abbil­
dung 9). Verschiedene Autoren konnten in­
zwischen auch zeigen, daß die elektrisch ge­
bildeten Hybride sich teilen und zum Kallus· 
Stadium (Abbildung 14) bzw. bis zur ganzen 
Pflanze regenerien werden können. 
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Abb. 15. Elektrofusion von menschlichen 
Eryt:hrocyten: a) Zell-Kettenbildung zwi­
schen zwei parallelen, zylindrischen Elek­
troden (Abstand 200 JUD, 1 MHz Frequenz, 
40 kV Im Fddsdrke). b) Nach Feldapplika­
tion (600 kV Im FeldstJrke, 3 JlS Pulsllnge) 
entstehen Riesenzellen. · 

Auch tierische Zellen können heute mit ho­
her Effizienz miteinander fusioniert werden, 
wobei lebensfähige Hybride in hoher Aus­
beute erhalten wurden. 

Besonders leistungsfähig hat sich die Elektro­
fusion bei der Produktion von Hybridomzel­
len erwiesen, die monoklonale Antikörper se­
zernieren. Monoklonale Antikörper spielen 
bereits heute aufgrund ihrer hohen Spezifität 
eine große Rolle in der klinischen Diagno­
stik, bei der Gewinnung von Naturstoffen 
und in der Grundlagenforschung. Hybri­
domzellen werden durch Fusion von Lym­
phozyten mit Mydomzellen gewonnen. Die 
Lymphozyten produzieren Antikörper, kön­
nen aber nicht permanent in Kultur gehalten 
werden. Myelomzellen sind Tumorzellen. Sie 
können keine Antikörper mehr produzieren, 
können aber in Kulturen permanent ver­
mehrt werden. Die Hybridomzelle besitzt 
beide Eigenschaften ihrer Mutterzellen. Jede 
Hybridomzelle sondert einen ganz bestimm­
ten (monoklonalen) Antikörper ab; dieser 
entspricht dem Antikörper, den der Lympho­
zyten-Fusionspartner abgibt. Klonierung 
(d. h. Vermehrung) einer Hybridomzelle, die 
den gewünschten Antikörper absondert, 
führt dann zu einer Zellpopulation~ die große 
Mengen an spezifischem Antikörper aus­
scheidet. Im Falle der Elektrofusion von 
Lymphozyten mit Myelom-Zellen ist es 
wichtig, daß die Zellen nach der Elektrofu­
sion zunächt in ein Nachbehandlungsme­
dium gebracht werden, das erhöhte Kalium­
Konzentration enthält. Auch der Nachwe~ 
daß diese Hybridom-Zellen monoklonale 
Antikörper produzieren, liegt inzwischen 
vor. 

Eizellen können ebenfalls miteinander fusio­
niert werden, wobei anschließende Befruch­
tung, Teilung und DiHerenzierung beobach­
tet wurde. 

Vor kurzem konnte die Ausbeute an Zellhy­
briden aufgrund einer neuen Entwicklung 
noch einmal beträchtlich gesteigert werden. 
Vorraussetzung für das Entstehen von Hybri-
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Abb. 16. Bildung einer Riesenzelle bei der 
Elektrofusion von Friend-Zellen 10 Minu­
ten nach der Applikation eines Feldpulses 
(Wcchselfeld: 10 kV/m Feldsdrke, 2 MHz 
Frequenz, Feldpuls: 200 kV /m Feldstärke, 
20 1J.S Pulslmge). 
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den ist nicht nur, daß die Zellmembranen be­
nachbarter Zellen miteinander verschmelzen, 
so daß eine neue Zelleinheit entsteht, sondern 
daß auch anschließend die beiden Kerne im 
Fusionsprodukt miteinander verschmelzen. 
Nur unter dieser Bedingung kann das geneti­
sche Material der beiden Kerne neu miteinan­
der kombiniert werden. Die Verschmelzung 
der Kerne erfolgt in der Regel im Fusionspro­
dukt, wenn sich die Kerne durch Diffusion 
zufällig berühren. Kerne lassen sich aber ge­
zielt in einen engen Membrankontakt brin­
gen, wenn bei der Zellkettenbildung Wechsel­
felder von einigen MHz appliziert werden. 
Unter diesen Bedingungen wird die Mem­
bran der Zelle hinreichend leitfähig, so daß 
sich im Zellinneren ein elektrisches Feld auf­
bauen kann. Bei inhomogenen Feldern aus­
reic::hender Intensität tritt dann eine dielek­
trophoretische Wanderung der Kerne in die 
Kontaktzone der beiden Zellen auf. Nach 
dem elektrischen Durchbruch der Zellmem­
branen in der Kontaktzone der Zelle können 
deshalb die Kerne aufgrund ihrer benach­
barten Lage sofort miteinander fusionieren. 
Dementsprechend hoch ist die Ausbeute an 
Zellhybriden, die die Eigenschaften beider 
Fusionspartner haben. 

Abschließend soll auch erwähnt werden, daß 
es mit Hilfe des Elektrofusionsverfahrens 
möglich ist, tausende von Zellen miteinander 
zu verschmelzen, so daß Riesenzellen gebil­
det werden (Abbildungen 15 und 16). Diese 
Riesenzellen sind interessante Untersu­
chungsobjekte für die Membranforschung 
geworden, da Mikroelektroden in sie einge­
führt werden können. 

Der kontrollierte Ablauf der Elektrofusion 
erlaubt darüber hinaus - etwa in Kombina­
tion mit der Elektronen- und der Fluores­
zenzmikroskopie - Membranprozesse und 
Membraneigenschaften zu studieren. Da die 
Fusion synchron abläuft, können ebenfalls 
einzelne Schritte während des Verschmel­
zungsvorganges mikroskopisch verfolgt wer­
den. Derartige Untersuchungen haben u. a. 
gezeigt, daß das überschüssige Membranma­
terial über die Bildung von Vesikeln in der 
Kontaktzone entfernt wird. 

Ausblick 

D~r jetzige Stand der Technik zeigt, daß das 
Elektrofusionsverfahren mit seinen vielfälti­
gen Alternativen sowie das Elektropermeabi­
litäts-Verfahren nicht nur konkurrenzfähig 
im Vergleich zu den bisherigen chemischen 
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Verfahren sind, sondern daß sie neue Perspek­
tiven für die Biotechnologie eröffnen. Die 
Tatsache, daß innerhalb von nur zwei Jahren 
über hundert Forschungs- und Industrie­
Laboratorien diese neuen Techniken aufge­
griffen haben, unterstreicht diese Aussage. 
Interessant ist es allerdings - insbesondere 
vom Standpunkt der Forschungsförderung -
festzustellen, daß die theoretischen Erkennt­
nisse und die grundlegenden Experimente 
teilweise 10 und mehr Jahre alt sind und erst 
heute zunehmend an Bedeutung gewinnen. 
Ein Grund hierfür ist sicherlich darin zu su­
chen, daß der Eingang von physikalischen 
Techniken in die Biologie, Biotechnologie 
und in die medizinische Technik, die vor al­
lem in der Bundesrepublik Deutschland stark 
biochemisch ausgerichtet sind, immer noch 
auf erhebliche Schwierigkeiten stößt. Wün­
schenswert wäre es, wenn auf diesem inter­
disziplinären Gebiet in Zukunft Physiker mit 
Biologen und Biotechnologen intensiver ko­
operieren würden. 

Diese Arbeiten wurden durch Mittel der 
Deutschen Forschungsgemeinschaft (SFB 
165 und 176), des BMFT und der DFVLR ge­
fördert. 
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