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An Bakterien konnte in einer modifizierten Coul-
ter Counter Apparatur nachgewiesen werden, dal}
Zellmembranen in hohen elektrischen Feldern (etwa
103 —10*V/cm) leitend werden !+ 2, Die Funktions-
weise des Coulter Counters 3, der normalerweise zur
Zellzahl- und Zellvolumenbestimmung eingesetzt
wird, beruht darauf, dall nichtleitende Teilchen, wie
z.B. lebende Zellen, durch eine kleine MeB6finung
gesaugt werden, an der eine elektrische Spannung
liegt. Das nichtleitende Teilchen verindert das elek-
trische Feld in der Mef36ffnung. Die auftretende
Spannungs- bzw. Stromédnderung ist in erster Nihe-
rung dem Volumen des Teilchens proportional. Nach
linearer Verstirkung, elektronischer Pulshéhenana-
lyse und geeigneter Eichung mit Partikeln bekannter
GroBe laBt sich die Volumenverteilung einer vorge-
gebenen Zellpopulation bestimmen. Da das elektri-
sche Feld in der MeB6finung aber sehr inhomogen
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ist, hiingt die Pulshiohe in erheblichem MaBe vom
Weg des Teilchens und von seiner Orientierung in
der MeBo6ffnung ab. Die resultierenden Volumen-
verteilungen einer vorgegebenen Zellpopulation sind
deshalb in der Regel stark verzerrt und entsprechen
nicht der wahren Volumenverteilung. In dem von
uns verwendeten Coulter Counter wird durch eine
hydrodynamische Fokussierung des Zellsuspensions-
strahles erreicht, dal alle Teilchen auf dem gleichen
Weg und unter der gleichen Orientierung die MeB-
offnung passieren, so dal Stérungen durch die In-
homogenitat des Feldes ausgeschaltet werden kon-
nen!. Da die wahre Volumenverteilung einer Zell-
population unter diesen Bedingungen bestimmt wer-
den kann, liaBt sich der EinfluB der elektrischen
Feldstirke in der MeB6finung auf die Zellmembran,
die unter normalen Bedingungen als Isolator fun-
giert, untersuchen.

Miflt man dieselbe Latexpartikel-Verteilung (mitt-
lerer Durchmesser 1,857 um) bei verschiedenen
Stromstirken in der MeBoffnung () =40 um), so
sind die dem mittleren Partikelvolumen entsprechen-
den Pulshohen (d.h. Kanalnummern) der Strom-
stirke proportional, wie es nach dem Ohmschen Ge-
setzt zu erwarten ist (Abb. 1). Eine lineare Abhin-
gigkeit vom Strom wird auch fiir jede andere Puls-
hohe der Verteilung gefunden. Bei Rindererythro-
zyten wird dagegen, wie bei E. coli, bei einer charak-
teristischen Stromstarke, die vom betrachteten Vo-
lumen abhingt, ein scharfer Knickpunkt in der
linearen Abhingigkeit beobachtet (Abb. 2). Die Ur-
sache fiir den Knickpunkt ist, wie bei Bakterien ge-

A
10
1,2
™
é -
B 8 S N B(i
g 0,2mA 0,3mA 04mA 05mA 05mA 07mA 08mA -
5 : o VAR g
= | ‘ | | [ ‘ | | | E
Ee porwenpdanng % e
| | Py Rk | ]
LT L s g
2 4 1| (1 | I r i ] : [ | = Abb. 1. Bei verschiedenen
;: | ‘| . | IER ' 1 r | Stromstirken gemessene Vo-
= . L rllg |t i F04 lumenverteilungen von La-
d 1T [ tex-Partikeln (mittlerer @
2 | | H i L| Lo i 1.857 um, Weite der MeB-
1 1 L o2 offnung 40 xm). MeBpunkte
} 1 [ U j. ;L j ' @: Die dem mittleren Volu-
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] Abb. 2. Bei verschiedenen
Stromstidrken gemessene Vo-
lumenverteilungen von nati-
! ven Rindererythrozyten
I (héufigstes sphirisches Vo-
N Lo lumen 27,3 um®). MeB-
punkte @: Die hdufigsten
- Pulshihen (Kanalnummern)
in Abhingigkeit vom MeB-
strom. MeBpunkte W: Die
auf der Seite grifierer Volu-
mina viermal seltener auftre-
tenden Pulshihen (Kanal-
nummern) in Abhidngigkeit
vom MeBstrom.
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zeigt wurde, im dielektrischen Durchbruch der Zell-
membran zu sehen. Die Stromlinien, die vor dem
dielektrischen Durchbruch zunichst um die Zellen
herumliefen, greifen nunmehr durch die leitende
Membran und durch das leitende Zellinnere. Infolge-
dessen wird das Volumen des Teilchens unterbewer-
tet. Da bei vorgegebener Feldstirke bzw. Strom-
stirke der Potentialabfall an den Zellmembranen
von groBlen Zellen hoher ist als an Membranen klei-
ner Zellen, brechen zuniichst die grioBeren Zellen
durch, wie in Abb.2 fiir zwei Pulshohen gezeigt
wird, die den sphérischen Volumina 27,3 um?® bzw.
35,6 um® entsprechen. Es kommt deshalb zu einer
scheinbaren Verschiebung der Verteilung zu kleine-
ren Volumina. Im folgenden priiften wir die Frage,
wie weit die Zellmembran infolge des dielektrischen
Durchbruches fiir Proteine aus dem Zellinnern und
aus der AuBlenlésung durchlissig wird. Die Erythro-
zyten wurden in einer isotonen Lésung inkubiert
und die Stromstirke in der MeBoflnung auf 1,2 mA
erhoht, um auch kleinere Volumina durchzubrechen.
Nach Passieren der MeBofinung wurden die Zellen
in einem VorratsgefiBl bei 0 °C aufgefangen und
nach bestimmten Zeiten vom Uberstand abzentrifu-
giert. Die Zellen waren vollig farblos. Eine Bestim-
mung des Hiamoglobingehaltes bei 398 nm in einem
Spektralphotometer bestiitigte den volligen Verlust
an Hdmoglobin.

Dieses Ergebnis zeigt zunichst einwandfrei, dal}
das in Abb. 2 beschriebene Phinomen auf einen
dielektrischen Durchbruch der Zellmembran, und
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nicht auf den sog. ,,punch through“-Effekt zuriickzu-
fithren ist, wie er an groBen Algenzellen beobachtet
wurde . Die auf diese Weise erhaltenen ,ghost*-
Zellen wurden anschliefend bei 0 “C fiir eine Stunde
in einer isotonen Losung inkubiert, der Jod-131-
albumin zugesetzt war. Nach einer weiteren einstiin-
digen Inkubationszeit bei 37 °C wurden die Zellen
erneut abzentrifugiert und nach mehrmaligem Wa-
schen mit einer inaktiven Losung die in den ,,ghost*-
Zellen eingeschlossene Aktivitdt in einem Szintilla-
tionszihler gemessen. Unter diesen Bedingungen
wurde etwa 30% der Aktivitit der AuBenlsung ein-
geschlossen. Die durch den dielekirischen Durch-
bruch hervorgerufene Verinderung in der Permeabi-
litit der Membran scheint demnach reversibel zu
sein. Diese Annahme wird ebenfalls durch den Nach-
weis bestitigt, dal} derartige ,,ghost“-Zellen wieder
das Phinomen des dielektrischen Durchbruchs im
Unterschied zu Zellen zeigen, die sofort nach Passie-
ren der Mef6ffnung untersucht wurden. Die durch
dielektrischen Durchbruch erhaltenen ,,ghost*-Zel-
len sind wesentlicher homogener als die, die bisher
nach der Himolysemethode gewonnen wurden. Tren-
nung iiber einen Saccharosegradienten sowie iiber
ein Saccharosekissen, wie sie von Passow 5 beschrie-
ben wurde, zeigte, dal} durch dielektrischen Durch-
bruch etwa 80% ,,ghost“-Zellen vom sog. Typ II er-
zeugt werden konnen.
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