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Beschreibung
GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Diese Erfindung betrifft im Allgemeinen das Gebiet der Elektroporation und im Speziellen die Verwen-
dung der Elektroporation zum Einbringen von Wirkstoffen in eine neoplastische Zelle, um die Zelle zu schadi-
gen.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Eine Zelle besitzt einen natlrlichen Widerstand gegentiber dem Durchgang von Molekilen durch ihre
Membranen in das Zytoplasma. Wissenschaftler haben in den siebziger Jahren des 20. Jahrhunderts erstmals
die "Elektroporation" entdeckt, bei der elektrische Felder verwendet werden, um Poren in Zellen zu erzeugen,
ohne sie dauerhaft zu schadigen. Diese Entdeckung machte es mdglich, grolte Molekile direkt in das Zyto-
plasma einzubringen. Die Elektroporation wurde weiter entwickelt, um das Einbringen verschiedener Molekile
in das Zellzytoplasma durch die zeitweilige Erzeugung von Poren in den Zellen, durch welche die Molekiile in
die Zelle eindringen, zu unterstitzen.

[0003] Die Elektroporation wurde verwendet, um Materialien in verschiedene Arten an Zellen einzubringen.
Solche Zellen umfassen zum Beispiel Eier, Thrombozyten, menschliche Zellen, rote Blutzellen, Sdugetierzel-
len, Pflanzenprotoplasten, Pflanzenpollen, Liposome, Bakterien, Pilze, Hefen und Spermien. Darltber hinaus
wurde die Elektroporation dazu verwendet, eine Vielzahl verschiedener Materialien, die hier als "Implantations-
materialien”, "Implantationsmolekiile” und "Implantationswirkstoffe" bezeichnet werden, zu implantieren. Diese
Materialien umfassten DNA, Gene und verschiedene chemische Wirkstoffe.

[0004] Die Elektroporation wurde in sowohl in vitro als auch in vivo Verfahren eingesetzt, um fremdes Material
in lebende Zellen einzubringen. Mit einer in vitro-Anwendung wird eine Probe von lebenden Zellen zuerst mit
dem Implantationswirkstoff vermischt und zwischen Elektroden wie parallelen Platten angeordnet. Dann wen-
den die Elektroden ein elektrisches Feld auf die Zell/Implantations-Mischung an.

[0005] Beiin vivo Anwendungen der Elektroporation werden Elektroden in verschiedenen Konfigurationen zur
Verfligung gestellt, wie zum Beispiel einem Greifzirkel, der die Epidermis greift, die iber einem Bereich von zu
behandelnden Zellen liegt. Alternativ dazu kénnen nadelférmige Elektroden in den Patienten eingeflihrt wer-
den, um tiefer angeordnete Zellen zu erreichen. Auf jeden Fall wenden die Elektroden, nachdem der Implan-
tationswirkstoff in den Behandlungsbereich initiiert worden ist, ein elektrisches Feld auf den Bereich an. Bei-
spiele von Systemen, welche eine in vivo-Elektroporation durchfiihren, umfassen den Electro Cell Manipulator
ECM 600 und den Electro Square Porator T820, welche beide von der BTX Division der Genetronics, Inc., her-
gestellt und verfiigbar sind.

[0006] Bei der Behandlung bestimmter Arten an Krebs mit chemotherapeutischen Wirkstoffen ist es notwen-
dig, eine ausreichend hohe Dosis eines Arzneimittels zu verwenden, um die Krebszellen abzutdten, ohne eine
unangemessen hohe Anzahl an normalen Zellen zu téten. Wenn das chemotherapeutische Arzneimittel direkt
in das Innere der Krebszellen eingebracht werden kdnnte, kdnnte dieses Ziel erreicht werden. Einige der bes-
ten Antikrebsarzneimittel, zum Beispiel Bleomycin, kdnnen normalerweise nicht die Membran bestimmter
Krebszellen wirksam durchdringen. Die Elektroporation macht es jedoch méglich, das Bleomycin in die Zellen
einzufihren.

[0007] Im Allgemeinen wird die Behandlung durchgefiihrt, indem ein Antikrebsarzneimittel direkt in den Tumor
infundiert wird und ein elektrisches Feld zwischen einem oder mehreren Paaren an Elektroden auf den Tumor
angewendet wird. Die Molekile des Arzneimittels sind in dem Zwischenraumfluid zwischen und in und um die
Tumorzellen herum suspendiert. Durch eine Elektroporation der Tumorzellen werden Molekile des Arzneimit-
tels, das angrenzend zu vielen der Zellen vorhanden ist, in die Zelle gedriickt oder gezogen, so dass die Kreb-
stumorzellen anschliel’end abgetétet werden. Die "Elektrochemotherapie” ist die therapeutische Anwendung
der Elektroporation, um chemotherapeutische Arzneimittel direkt den Tumorzellen zuzufiihren.

[0008] Bekannte Elektroporationstechniken (sowohl in vitro als auch in vivo) funktionieren durch Anwenden
eines kurzen Pulses mit hoher Spannung auf Elektroden, die um den Behandlungsbereich angeordnet sind.
Das zwischen den Elektroden erzeugte elektrische Feld bewirkt, dass die Zellmembranen zeitweise pords wer-
den, woraufhin Molekile des Implantationswirkstoffs in die Zellen eintreten. Bei bekannten Elektroporations-
anwendungen umfasst dieses elektrische Feld einzelne Rechteckwellenpulse der Grolkenordnung von 1000
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V/cm mit einer Dauer von ungeféhr 100 ps. Ein derartiger Puls kann zum Beispiel in bekannten Anwendungen
des Electro Square Porator T820, hergestellt von der BTX Division der Genetronics, Inc., erzeugt werden. Es
zeigte sich, dass Nadelelektroden sehr brauchbar sind bei der Anwendung der Elektroporation auf viele Orga-
ne des Korpers und auf Tumore im Korper.

[0009] Ein elektrisches Feld kann in einigen Fallen sogar die elektroporierten Zellen schadigen. Ein iberma-
Riges elektrisches Feld kann zum Beispiel die Zellen schadigen, indem permanente Poren in den Zellwanden
erzeugt werden. In extremen Fallen kann das elektrische Feld die Zelle vollstandig zerstéren. Es ist win-
schenswert, dass verbesserte Elektroporationsverfahren und Vorrichtungen mit wahlbaren Nadelelektrodena-
nordnungen verfligbar sind.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0010] Die Erfindung, wie sie in den anhangenden Anspriichen dargelegt ist, stellt eine therapeutische Elek-
troporationsvorrichtung zur Behandlung von Zellen, insbesondere neoplastischen Zellen, zur Verfligung, um
die Zelle zu schadigen.

[0011] Eine Vorrichtung gemaR dem einleitenden Teil des Anspruchs 1 ist in Dokument WO 96/39226 aufge-
zeigt.

[0012] Ein primarer Aspekt der Erfindung schlief3t eine Elektrodenschablonenvorrichtung ein. Die Elektroden-
schablonenvorrichtung schlie®t, wie in Anspruch 1 definiert, ein primares Tragglied, eine Vielzahl an Bohrun-
gen, die sich durch das Tragglied erstrecken, eine Vielzahl an Leitern und ein Mittel zum Verbinden der Leiter
mit einer Energieversorgung ein. Die Elektrodenschablonenvorrichtung wird verwendet zum Anwenden eines
elektrisches Feldes mit hoher Spannung auf die Zelle, um einen therapeutischen Wirkstoff in die Zelle einzu-
bringen.

[0013] Offenbart wird auch eine Vorrichtung mit einem primaren Tragglied mit gegenuberliegenden parallelen
Oberflachen, einer Vielzahl an Bohrungen, die in einer rechteckigen Anordnung angeordnet sind und sich
durch das Tragglied und durch die gegenlberliegenden Oberflachen erstrecken, einer Vielzahl an Leitern auf
dem Tragglied, die getrennt mit zumindest einer der Vielzahl an Bohrungen verbunden sind, einer Vielzahl an
Nadelelektroden, die in der Vielzahl an Bohrungen angebracht sind, so dass jeder Leiter mit mindestens einer
Elektrode verbunden ist, wobei mindestens eine der Nadelelektroden eine rohrférmige Konfiguration zum Ein-
spritzen des Wirkstoffs in das Gewebe aufweist; und Verbinder zum Verbinden der Leiter mit einer Energiever-
sorgung. Das Gewebe wird mit einem Wirkstoff in Kontakt gebracht, und es wird ein Puls mit elektrischen Si-
gnalen hoher Amplitude auf die Zelle angewendet fiir eine Elektroporation der Zelle mit dem Wirkstoff.
KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

[0014] Fig. 1 ist eine perspektivische Ansicht, welche ein System veranschaulicht, das eine beispielhafte
Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung verwendet.

[0015] Eig. 2 ist eine Seitenansicht, welche die Ausfiihrungsform aus Eig. 1 in Verwendung zeigt.

[0016] Fig. 2A ist eine vergroRerte teilweise Seitenansicht, welche Details der Ausfliihrungsform einer Nadel-
elektrodenspitze veranschaulicht.

[0017] Fig. 3 ist eine erste Schicht einer gedruckten Leiterplatte des Verbinders aus Fig. 1.
[0018] Fig. 4 ist eine Ansicht wie in Fig. 3 einer zweiten Schicht des Verbinders.

[0019] Fig. 5 ist eine Ansicht wie in Fig. 3 einer dritten Schicht des Verbinders.

[0020] Fig. 6 ist eine Ansicht wie in Fig. 3 einer vierten Schicht des Verbinders.

[0021] Fig. 7 ist eine Ansicht wie in Fig. 3 einer fiinften Schicht des Verbinders.

[0022] Fig. 8 ist eine Ansicht wie in Fig. 3 einer sechsten Schicht des Verbinders.

[0023] Fig. 9 ist eine Ansicht wie in Fig. 3 einer siebten Schicht des Verbinders.
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[0024] Fig. 10 ist eine perspektivische Ansicht, welche die Position der Schichten der Fig. 3-Fig. 9 mit in Po-
sition gezeigten Nadeln veranschaulicht.

[0025] Fig. 11 ist eine Teilschnittansicht, die entlang einer Reihe von Verbindern aufgenommen wurde.
[0026] Fig. 12 ist eine Teilschnittansicht, die tber drei Linien von Leitern der Einheit aufgenommen wurde.
[0027] Fig. 13 ist eine schematische Darstellung von Nadelelektrodenanordnungen.

[0028] Fig. 13A ist eine schematische Darstellung einer Nadelelektrodenanordnung aus Fig. 1 mit einem al-
ternativen Elektrodenverbindungsmodus.

[0029] Fig. 13B ist eine schematische Darstellung einer alternativen Nadelelektrodenanordnung mit einem
alternativen Elektrodenverbindungsmodus.

[0030] Fig. 14 ist eine Draufsicht auf eine gedruckte Leiterplatte, welche Schaltverbindungen fir das Layout
aus Fig. 13 aufzeigt.

[0031] Fig. 15 ist eine Ansicht wie in Fig. 14 einer zweiten Serie von Verbindungen fiir das Layout aus
Fig. 13.

[0032] Fig. 16 ist eine schematische Darstellung einer alternativen Ausfiihrungsform einer Elektrodenanord-
nung.

[0033] Fig. 17 ist eine schematische Darstellung einer anderen Ausflihrungsform einer Elektrodenanord-
nung.

[0034] Fig. 18 ist eine schematische Darstellung einer weiteren Ausflihrungsform einer Elektrodenanord-
nung.

[0035] Fig. 19 ist eine schematische Darstellung noch einer weiteren Ausflihrungsform einer Elektrodenan-
ordnung.

[0036] Fig. 20 ist eine schematische Darstellung eines Systems, welches einen Pulsgenerator und eine mit
einer Elektrodenanordnung verbundene Schaltungsverknipfung einschlief3t.

[0037] Fig. 21 ist eine Seitenansicht, welche eine andere Ausfiihrungsform der Erfindung veranschaulicht,
bei der die Nadelelektroden aufgezeigt werden, die in einer Halterung angebracht sind, wobei die Elektroden
in der zurtickgezogenen Position vorliegen.

[0038] Fig. 22 ist eine Ansicht wie in Fig. 16, welche die Nadelelektroden in der ausgefahrenen Position auf-
zeigt.

[0039] Fig. 23 ist eine vergroRerte Ansicht, welche Details der Halterung aus Fig. 21 aufzeigt.
[0040] Fig. 24 ist eine seitliche Schnittansicht, welche eine Ausflihrungsform der Erfindung wie in Fig. 21 ver-
anschaulicht, die fur einen Katheter angepasst ist, wobei die Nadelelektroden in der zurlickgezogenen Position

dargestellt werden.

[0041] Fig. 25 ist eine Ansicht wie in Fig. 24, welche die Nadelelekroden in der ausgefahrenen Position dar-
stellt.

[0042] Fig. 26 ist eine perspektivische Ansicht eines Katheters, welcher die Elektrodenanordnung aus Fig. 24
verkorpert.

[0043] Fiq. 27 ist eine seitliche Schnittansicht, welche eine andere Ausfuhrungsform der Erfindung in Anwen-
dung veranschaulicht.

[0044] Fig. 28 ist eine graphische Darstellung des prozentualen Anteils an PC-3-Zellen, welche eine Behand-
lung Uberleben, gegenilber der in vitro angewendeten Bleomycinkonzentration. Es werden Ergebnisse flir Zel-
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len aufgezeigt, die mit Bleomycin allein (*) behandelt wurden, und fir Zellen, die mit Bleomycin und der Elek-
troporation (o) behandelt wurden.

[0045] Fig.29 ist eine graphische Darstellung des Tumorvolumens von menschlichen Prostatatu-
mor-(PC-3)-Zellen in Nackmausen. Die Ergebnisse werden fir keine Behandlung (¢), eine Behandlung mit Ble-
omycin allein (0), und eine Behandlung mit Bleomycin und der Elektroporation ( = ) aufgezeigt.

[0046] Fig. 30 ist eine graphische Darstellung des prozentualen Anteils an PC-3-Zellen, welche eine Behand-
lung uberleben, gegenuber der in vitro angewendeten Spannung (v).

BESCHREIBUNG DER BEVORZUGTEN AUSFUHRUNGSFORMEN

[0047] Es sollte angemerkt werden, dass, wie hierin und in den anhangenden Anspriichen verwendet, die sin-
gularen Formen "ein", "eine", "und" und "er" plurale Bezugnahmen einschlieen, soweit der Zusammenhang
dies nicht deutlich anders vorschreibt. Somit schlie3t die Bezugnahme auf zum Beispiel "eine Zelle" zumindest
eine ein und schliefl3t eine Vielzahl an solchen Zellen ein, und die Bezugnahme auf "die Nadel" schlie3t Bezug-
nahmen auf eine oder mehrere Nadeln und deren fiir den Fachmann auf dem Gebiet bekannte Aquivalente

und dergleichen ein.

[0048] Soweit nicht anderweitig definiert, weisen alle technischen und wissenschaftlichen Ausdriicke, die
hierin verwendet werden, dieselbe Bedeutung auf, wie sie Ublicherweise von einem Durchschnittsfachmann
auf dem Gebiet, dem diese Erfindung zugehort, verstanden werden. Obwohl beliebige Verfahren, Vorrichtun-
gen und Materialien, die den hierin beschriebenen ahnlich oder aquivalent sind, bei der praktischen Durchfiih-
rung oder dem Test dieser Erfindung verwendet werden kénnen, werden nun die bevorzugten Verfahren, Vor-
richtungen und Materialien beschrieben.

[0049] Es ist auch ein Verfahren der Verwendung einer Vorrichtung fiir die therapeutische Anwendung der
Elektroporation beschrieben. Das Verfahren schlief3t die Infusion eines chemotherapeutischen Wirkstoffs oder
Molekuls und eine Elektroporation des Wirkstoffs oder Molekdls in einen Tumor ein. Der Wirkstoff wird in das
Gewebe injiziert und zumindest ein Spannungspuls wird zwischen im Gewebe angeordneten Nadelelektroden
angelegt, wobei die Nadeln als die Elektroden fungieren, wodurch elektrische Felder in den Zellen des Gewe-
bes erzeugt werden. Die nachfolgend beschriebenen Nadelelektrodenanordnungen ermdglichen das in vi-
vo-Positionieren von Elektroden in oder benachbart zu unter der Oberflache liegenden Tumoren oder anderem
Gewebe. Eine derartige therapeutische Behandlung wird Elektroporationstherapie (EPT) genannt, eine Form
der Elektrochemotherapie. Wahrend der Fokus der nachfolgenden Beschreibung EPT ist, kann die Erfindung
auf andere Behandlungen wie eine Gentherapie oder bestimmte Organe des Kérpers angewendet werden.

Therapeutisches Verfahren

[0050] Das therapeutische Verfahren schlief3t eine Elektrotherapie ein, die hierin auch als Elektroporations-
therapie (EPT) bezeichnet wird, wobei die Vorrichtung der Erfindung zur Zufuhr eines Wirkstoffs zu einer Zelle
oder einem Gewebe entweder in vivo oder in vitro verwendet wird. Der Begriff "Wirkstoff" oder "Molekul", wie
er hierin verwendet wird, bezeichnet Arzneimittel (z. B. chemotherapeutische Wirkstoffe), Nucleinsauren (z. B.
Polynucleotide), Peptide und Polypeptide, einschlieBlich Antikérpern. Der Begriff Polynucleotide schlief3t
DNA-, cDNA- und RNR-Sequenzen ein.

[0051] Ein "chemotherapeutischer Wirkstoff" ist ein Wirkstoff mit einem Antitumor- oder zytotoxischen Effekt.
Solche Wirkstoffe kdnnen "exogene" Wirkstoffe sein, welche normalerweise nicht im Organismus anzutreffen
sind (z. B. chemische Verbindungen und Arzneimittel). Solche Arzneimittel oder Wirkstoffe schlieRen Bleomy-
cin, Neocarcinostatin, Suramin, Doxorubicin, Taxol, Mitomycin C und Cisplatin ein. Andere exogene chemothe-
rapeutische Wirkstoffe werden dem Durchschnittsfachmann auf dem Gebiet bekannt sein (siehe zum Beispiel
The Merck Index). Chemotherapeutische Wirkstoffe kdnnen auch "endogene" Wirkstoffe sein, welche im Or-
ganismus naturlich vorkommen. Endogene Wirkstoffe schlielen geeignete natirlich vorkommende Wirkstoffe
ein, wie Modulatoren der biologischen Reaktion (biological response modifiers) wie Zytokine oder Hormone.

[0052] Therapeutische Peptide oder Polypeptide kbnnen auch von dem therapeutischen Verfahren umfasst
werden. Zum Einbringen in die Zelle kénnen zum Beispiel Immunmodulatorwirkstoffe oder andere biological
response modifiers verabreicht werden. Der Begriff "biological response modifiers" hat die Bedeutung, dass er
Substanzen umfasst, die bei einer Modifikation der Immunantwort beteiligt sind. Beispiele von immune re-
sponse modifiers schlieRen solche Verbindungen wie Zytokine ein. Der Begriff "Zytokin" wird als ein generi-
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scher Name fir diverse Gruppen von |6slichen Proteinen und Peptiden verwendet, die als humorale Regula-
toren bei nano- bis pikomolaren Konzentrationen wirken und die, entweder unter normalen oder pathologi-
schen Zustanden, die funktionalen Aktivitaten einzelner Zellen oder Gewebe modulieren. Ebenfalls umfasst
sind Polynucleotide, welche metabolische Enzyme encodieren, und Proteine, einschlieRlich antiangiogeneti-
scher Verbindungen, z. B. Faktor VIII oder Faktor IX.

[0053] Beider Elektrochemotherapie wird die Elektroporation zur Zuflihrung von chemotherapeutischen Wirk-
stoffen direkt in die Tumorzellen verwendet. Die "Elektroporation” bezeichnet eine erhéhte Permeabilitat einer
Zellmembran und/oder eines Abschnitts einer Zelle eines Zielgewebes (oder einer Population von Zellen) fur
einen Wirkstoff, wenn die erh6hte Permeabilitat als ein Ergebnis einer Anwendung einer Spannung Uber eine
Zelle auftritt. Es wird angenommen, dass die Elektroporation den Eintritt eines chemotherapeutischen Wirk-
stoffs wie Bleomycin oder anderer Arzneimittel in die Tumorzelle durch ein Erzeugen von Poren in der Zell-
membran erleichtert. Die Behandlung wird durchgefiihrt durch Verabreichen eines Antikrebsarzneimittels di-
rekt in den Tumor und Anwenden eines elektrischen Felds auf den Tumor zwischen einem Paar von Elektro-
den. Ohne an eine bestimmte Theorie gebunden zu sein, sind die Molekile des Arzneimittels in dem Zwischen-
raumfluid zwischen und in und um die Tumorzellen herum suspendiert. Durch die Elektroporation der Tumor-
zellen werden Molekiile des Arzneimittels benachbart zu vielen der Zellen in die Zelle gedrangt oder gezogen,
wodurch anschlieflend die Krebstumorzellen abgetotet werden.

[0054] Durch das Verfahren kann jede beliebige Zelle in vivo behandelt werden. Das Verfahren ist brauchbar
bei der Behandlung von Zellproliferationsstérungen der verschiedenen Organsysteme des Kérpers. Das Ver-
fahren zur Behandlung von Zellen umfasst, ohne darauf beschrankt zu sein, die Zellen der Prostata, des Pan-
kreas, des Larynx, des Pharynx, der Lippe, des Rachens, der Lunge, der Niere, des Muskels, der Brust, des
Darms, des Uterus, der Thymusdrise, der Hoden, der Haut und der Eierstocke. Die Zellen kénnen Zellen von
einem beliebigen Saugetier sein, einschlieBlich Mausen, Ratten, Kaninchen, Hunden, Katzen, Schweinen, K-
hen, Schafen und Menschen. In einer bevorzugten Ausfihrungsform sind die Zellen menschliche Zellen.

[0055] Der Begriff "Neoplasie" bezeichnet die Krankheit einer ungentigenden Zellproliferation. Diese Stérung
tritt klinisch am haufigsten zutage, wenn Tumorgewebeansammlungen die Funktion von lebenswichtigen Or-
ganen beeintrachtigen. Der Begriff "Zellproliferationsstérung" bezeichnet maligne ebenso wie nichtmaligne
Zellpopulationen, die sich sowohl morphologisch als auch genotypisch oft vom umgebenden Gewebe unter-
scheiden. Maligne Zellen (d. h. Tumore oder Krebs) entwickeln sich als ein Ergebnis eines mehrstufigen Pro-
zesses. Die Konzepte zur Beschreibung von normalem Gewebewachstum sind auf malignes Gewebe anwend-
bar, da normale und maligne Gewebe ahnliche Wachstumscharakteristiken teilen, sowohl auf dem Niveau der
einzelnen Zelle als auch auf dem Niveau des Gewebes. Tumore sind vielmehr eine Erkrankung, die durch eine
gestorte Gewebewachstumsregulation charakterisiert ist, gegenlber einer gestorten Zellwachstumsregulation.
Die Wachstumscharakteristiken von Tumoren sind derart, dass die Neuproduktion von Zellen den Zelltod tiber-
steigt, wobei ein neoplastisches Ereignis dazu neigt, eine Erhéhung des Anteils an Stammzellen, welche einer
Selbsterneuerung unterliegen, und eine entsprechende Abnahme des Anteils, der einer weitergehenden Rei-
fung unterliegt, zu erzeugen (McCulloch, E. A. et al., "The contribution of blast cell properties to outcome vari-
ation in acute myeloblastic leukemia (AML), Blood 59:601-608, 1982). In einer Ausfuhrungsform sind die durch
das Verfahren behandelten Zellen neoplastische Zellen. Die Elektroporationsverfahren kdnnen somit zur Be-
handlung von Zellproliferationsstérungen verwendet werden.

[0056] Es wurde eine Anzahl von Experimenten durchgefiihrt, um die therapeutische Anwendung der Elek-
troporation fir Zellproliferationsstérungen in einem als Elektrochemotherapie bezeichneten Verfahren anzu-
wenden. Diese Behandlung wird durchgefiihrt, indem ein Antikrebsarzneimittel direkt in den Tumor infundiert
wird und zwischen zwei Elektroden ein elektrisches Feld auf den Tumor angewendet wird. Die Feldstarke muss
vernunftigerweise so genau eingestellt werden, dass eine Elektroporation der Zellen des Tumors stattfindet,
ohne dass eine signifikante Anzahl an normalen oder gesunden Zellen beschadigt wird. Dies kann durchge-
fuhrt werden mit externen Tumoren, indem die Elektroden an gegeniiberliegenden Seiten des Tumors ange-
wendet werden, so dass das elektrische Feld zwischen den Elektroden vorliegt. Der Abstand zwischen den
Elektroden kann dann gemessen werden und es kann gemaR der Formel E = V/d eine geeignete Spannung
an die Elektroden angelegt werden. Die Elektrodenvorrichtung, die mit den Verfahren verwendet wird, weist
Elektroden auf, die in oder benachbart zu Tumoren eingefihrt werden kénnen, so dass fiir eine Elektroporation
der Zellen des Tumors vorbestimmte elektrische Felder im Tumorgewebe erzeugt werden kénnen. In einer
Ausfuhrungsform betragt das durch die Vorrichtung angewendete elektrische Feld ungefahr 50 V/cm bis 1500
V/cm. Das elektrische Feld kann flir ungefahr 1 bis ungefahr 10 elektrische Pulse angewendet werden. In einer
Ausfuhrungsform wird der elektrische Puls als ein Puls bereitgestellt, der eine Dauer von ungefahr 5 us bis 50
ms aufweist. Der elektrische Puls kann als ein Rechteckwellenpuls, ein exponentieller Wellenpuls, eine unipo-
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lar oszillierende Wellenform von beschrankter Dauer oder eine bipolar oszillierende Wellenform von be-
schrankter Dauer angewendet werden. In einer Ausflihrungsform umfasst der elektrische Puls einen Recht-
eckwellenpuls.

[0057] Der elektrische Puls kann vor, gleichzeitig oder nach der Anwendung des Wirkstoffs zugefiihrt werden.
Die chemische Zusammensetzung des Wirkstoffs wird die geeignetste Zeit zur Verabreichung des Wirkstoffs
in Bezug auf die Verabreichung des elektrischen Pulses vorgeben. Wahrend es nicht die Absicht ist, an eine
spezielle Theorie gebunden zu sein, wird angenommen, dass zum Beispiel ein Arzneimittel mit einem niedri-
gen isoelektrischen Punkt (z. B. Neocarcinostatin, IEP = 3,78) wahrscheinlich effektiver sein wiirde, wenn es
nach einer Elektroporation verabreicht wird, um eine elektrostatische Wechselwirkung des hochgeladenen
Arzneimittels mit dem Feld zu vermeiden. Solche Arzneimittel wie Bleomycin, welche einen sehr negativen log
P (P ist der Verteilungskoeffizient zwischen Octanol und Wasser) aufweisen, haben eine gro3e Grélke (MW =
1400) und sind hydrophil, wodurch sie eng mit der Lipidmembran assoziieren, diffundieren sehr langsam in
eine Tumorzelle und werden typischerweise vor oder im Wesentlichen gleichzeitig mit dem elektrischen Puls
verabreicht. Das Molekul wird vorzugsweise im Wesentlichen gleichzeitig mit der Elektroporationsbehandlung
verabreicht. Der Begriff "im Wesentlichen gleichzeitig" bedeutet, dass das Molekil und die Elektroporationsbe-
handlung verninftigerweise zeitgleich verabreicht werden. Die Verabreichung des Molekils oder therapeuti-
schen Wirkstoffs und der Elektroporation kann in Abhangigkeit von solchen Faktoren wie zum Beispiel der Na-
tur des Tumors, dem Zustand des Patienten, der Gré3e und den chemischen Charakteristiken des Molekils
und der Halbwertszeit des Molekiils in einem beliebigen Intervall stattfinden.

[0058] Die Elektroporation kann dazu beitragen, die Menge an verwendetem chemotherapeutischem Wirk-
stoff, welche Chemikalien haufig fur normale Zellen schadlich sind, zu minimieren. Im Speziellen ist es mdglich,
dass weniger des chemotherapeutischen Wirkstoffs in den Tumorbereich eingebracht wird, da die Elektropo-
ration es ermdglicht, dass mehr von dem Implantationswirkstoff tatsachlich in die Zelle eintritt.

[0059] Die "Verabreichung" eines Wirkstoffs in den Verfahren kann durch ein beliebiges dem Durchschnitts-
fachmann bekanntes Verfahren bewerkstelligt werden. Die Verabreichung eines Wirkstoffs in den Verfahren
kann zum Beispiel parenteral durch Injektion, schnelle Infusion, nasopharyngeale Absorption, dermale Absorp-
tion und oral geschehen. Im Fall eines Tumors kann ein Chemotherapeutikum oder ein anderer Wirkstoff lokal,
systemisch oder durch direkte Injektion in den Tumor verabreicht werden. In einer Ausfiihrungsform wird, wenn
ein Arzneimittel direkt in den Tumor verabreicht wird, das Arzneimittel in einer "aufgefacherten" Art und Weise
injiziert. Der Begriff "aufgefachert” bezeichnet eine Verabreichung des Arzneimittels durch Andern der Rich-
tung der Nadel, wenn das Arzneimittel injiziert wird, oder durch mehrere Injektionen in mehreren Richtungen,
wie das Offnen eines Fachers, im Gegensatz zu einem Bolus, um eine gréRere Verteilung des Arzneimittels
durch den Tumor zur Verfiigung zu stellen. Es ist wiinschenswert, das Volumen der das Arzneimittel enthal-
tenden LOsung einzustellen, um eine angemessene Verabreichung an einen Tumor sicherzustellen, um eine
angemessene Verteilung des Arzneimittels durch den Tumor sicherzustellen. Zum Beispiel kann eine typische
Injektion auf der Grofie, dem Volumen oder Gewicht des zu behandelnden Gewebes basieren. In einem hierin
beschriebenen nicht einschrankenden Beispiel unter Verwendung von Hunden (siehe Beispiele) werden 0,25
ml/cm?® der das Arzneimittel enthaltenden Lésung in das behandelte Gewebe injiziert. Somit wird das Volumen
der das Arzneimittel enthaltenden Lésung basierend auf der GréRRe des behandelten Gewebes angepasst. In
menschlichem Gewebe wirde das Volumen dhnlich angepasst werden, um eine angemessen Perfusion des
Tumors zu erreichen. In einer Ausfihrungsform wird die Injektion bei einem menschlichen Patienten sehr lang-
sam und vollstadndig um die Basis eines Tumors herum und auf eine aufgefacherte Weise durchgefiihrt.

[0060] Die Zubereitungen fir eine parenterale Verabreichung schlie3en sterile oder wassrige oder nichtwass-
rige Lé6sungen, Suspensionen und Emulsionen ein. Beispiele von nichtwassrigen Losungsmitteln sind Propy-
lenglycol, Polyethylenglycol, Pflanzendéle wie Olivendl und injizierbare organische Ester wie Ethyloleat. Neben
den inerten Verdinnungsmitteln kdnnen solche Zusammensetzungen auch Hilfsstoffe, Benetzungsmittel,
Emulgatoren und Suspensionsmittel enthalten. Ferner kdnnen Vasokonstriktoren verwendet werden, um den
therapeutischen Wirkstoff vor der Anwendung eines Pulses an Ort und Stelle zu halten.

Elektroporationsvorrichtung

[0061] Unter Bezugnahme auf Fig. 1 der Zeichnung wird ein Elektroporationssystem 10, welches eine bei-
spielhafte Ausflihrungsform verkérpert, die in den Verfahren der vorliegenden Erfindung brauchbar ist, veran-
schaulicht. Das System umfasst einen Pulsgenerator 12 zur Erzeugung von Hochspannungspulsen und ist
vorzugsweise vom Typ, der unter der Marke "MedPulser" von Genetronics, Inc., verkauft wird. Der Pulsgene-
rator ist vorzugsweise vom Typ, der in der Anmeldung Nr. 08/905,240 mit dem Titel "Method of Treatment Using
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Electroporation Mediated Delivery of Drugs and Genes", eingereicht am 01. August 1997, offenbart ist, wobei
ein vom Anwender definierter Puls gewahlt werden kann und verschiedene Parameter programmiert werden
kénnen. Dies ermoglicht vorwahlbare Pulsschemata, die fiir spezielle Anwendungen geeignet sind.

[0062] Die Pulsgebereinheit weist die Ubliche Steuertafel mit einem Ein/Aus-Schalter 14 auf und kann auch
andere Steuereinrichtungen wie ein Aktivierungsmittel 16 fiir eine Fernsteuerung aufweisen. Die Frontplatte
wirde auch verschiedene Anzeigen aufweisen, um dem Bediener verschiedene Zustéande und Parameter an-
zuzeigen, wie eine digitale Ausgabe 18 fiir einen therapeutischen Vorgabewert. Ein Leiterkabel 20 verbindet
den Pulsgenerator mit einem Verbinder und einer Schablone 22 fiir eine Vielzahl an Elektroden. Der Elektro-
denverbinder und die Schablone 22 dienen dazu, ausgewahlte Elektroden mit ausgewahlten Leitern zu verbin-
den, welche wiederum die Elektroden mit dem Pulsgenerator verbinden. Die Schablone unterstiitzt auch das
Erstellen einer vorbestimmten Anordnung oder einer Vielzahl von Anordnungen von Elektroden.

[0063] Dem Gewebe muss eine genaue und gesteuerte Spannung verabreicht werden, um die optimale Elek-
troporation oder Poration der Zellen zur Verfliigung zu stellen. Es ist daher wesentlich, dass der Abstand der
Elektroden bekannt ist, so dass die optimale Spannung zwischen den gewahlten Elektroden angelegt werden
kann. Die Spannung muss entsprechend dem Abstand zwischen den Elektroden angelegt werden, um die op-
timale Spannung auf die Zellen anzuwenden. Die Verbinderschablone 22 stellt ein Mittel zur selektiven Positi-
onierung einer beliebigen Anzahl an Elektroden in einer vorbestimmten Anordnung mit vorbestimmten Abstan-
den zur Verfugung.

[0064] Das veranschaulichte System wurde urspringlich entworfen fir eine Verwendung von Nadelelektro-
den zur Anwendung einer Elektroporationstherapie auf Prostatakrebs. Es wird jedoch einleuchten, dass dieses
System fur eine beliebige Anzahl an externen und internen Tumoren oder Organen des Korpers, die von einem
Koérper oder einer anderen Oberflache erreicht werden kdnnen, verwendet werden kann. Dieses System wird
zum Beispiel die Behandlung von Prostatatumoren, Brusttumoren, lokalen Tumoren, Bauchspeicheldrisentu-
moren, Lebertumoren oder beliebigen anderen Organen innerhalb des Korpers, welche zuganglich sind mittels
Nadelelektroden oder auf eine beliebige andere Weise, einschlieRlich eines offenen chirurgischen Eingriffs, er-
moglichen. Wahrend die Diskussion hierin hauptsachlich im Hinblick auf das Einbringen von Arzneimitteln in
Zellen innerhalb von Tumoren oder dergleichen gefuhrt wurde, wird es auch einleuchten, dass das Verfahren
zur Einbringung von DNA oder anderen genetischen Materialien in Zellen innerhalb eines Organs oder eines
beliebigen gewahlten Gewebes im Korper verwendet werden kann, um eine genetische Antwort innerhalb ei-
nes Organs im Korper oder innerhalb von Zellen in dem Organ oder Gewebe zu andern oder zu erzeugen.

[0065] Die Anmelderin hat durch Experimente herausgefunden, dass eine Anwendung von Pulsen zwischen
gegeniberliegenden Sets aus einer Vielzahl an Elektroden wie zumindest Sets aus Paaren von Elektroden in
einer Anordnung aus mehreren Elektroden, welche vorzugsweise parallel, rechteckig oder in einem quadrati-
schen Muster angeordnet sind, verbesserte Ergebnisse zur Verfiigung stellt gegentiber einer Anwendung von
Pulsen zwischen einem Paar von Elektroden. In der Anmeldung Nr. 08/467,566 mit dem Titel "Electroporation
Mediated Delivery of Drugs and Genes" ist zum Beispiel eine Anordnung von Nadeln offenbart, bei der eine
Vielzahl an Paaren von Nadeln einen Bereich definieren und wahrend der therapeutischen Behandlung gepulst
werden koénnen. In der Anwendung waren Nadeln in einer kreisférmigen Anordnung angeordnet, wiesen je-
doch Verbinder und Schaltvorrichtungen auf, die ein Pulsen zwischen gegenuberliegenden Paaren von Nadel-
elektroden ermdglichen.

[0066] Die Verbinderschablone der vorliegenden Erfindung ist so gestaltet, dass ein System zur genauen
Festlegung einer vorgewahlten Anordnung von Nadelelektroden mit einem vorbestimmten Abstand zwischen
der Vielzahl an Elektroden, welche innerhalb eines Gewebes, wo eine Elektroporation gewtinscht ist, positio-
niert sind, zur Verfigung gestellt wird. Der Verbinder (22) liegt in der Form eines Tragerkdrpers vor, der eine
Vielzahl an Reihen von Bohrungen aufweist, durch welche Nadelelektroden selektiv eingesetzt werden kon-
nen, um eine ausgewahlte Anordnung zu definieren, und durch die durchgehenden Lécher mittels Leitern mit-
tels eines geeigneten Verbinders wie eines Kabels mit dem Pulsgenerator verbunden sind. In der dargestellten
Ausfuhrungsform werden sieben Reihen mit sieben Bohrungen zur Verfigung gestellt, wobei die Bohrungen
und Reihen gleich beabstandet sind. Der Abstand zwischen den Reihen kann fir die spezielle Anwendung ge-
wahlt werden, wobei jedoch ein beispielhaft bevorzugter Abstand in der Gré3enordnung von ungefahr 0,65 cm
liegt. Bei dieser Anordnung kann jede Nadelelektrode mit einem Abstand von 0,65 cm von einer benachbarten
Elektrode beabstandet sein.

[0067] Die Elektroden sind in dem Gitter in einer ausgewahlten Weise angeordnet, um die gewtinschten Be-
reiche des Gewebes und die Verbindungen zu den Elektroden abzudecken, derart, dass die Nadeln selektiv
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durch den Bereich eines Tumors verteilt werden kdnnen, derart, dass jedes Quadrat (das von vier Nadeln oder
zwei Paaren aufgespannt wird) innerhalb des Tumors vier Pulsen von wechselnder Polaritat, die sich zwischen
den Pulsen um 90° dreht, ausgesetzt werden kann. Das Umschalten kann bei hoher Frequenz durch elektro-
nische Mittel Quadrat nach Quadrat geschehen, so dass die Gesamtbehandlungszeit im Bereich von wenigen
Sekunden liegt. Mit einer derartigen Anordnung kénnen hohe Spannungen auf die Zellen zwischen den Elek-
troden angewendet werden, ohne andere Bereiche des Gewebes unangenehmen Niveaus der Spannung oder
des Stroms auszusetzen.

[0068] Wie in den Fig. 1 und Fig. 2 aufgezeigt, ist die beispielhafte Verbinderschablone eine schachtelformi-
ge Tragerstruktur mit einer Vorderseite 24 und einer Rickseite (nicht aufgezeigt). Eine erste Reihe von durch-
gehenden Bohrungen 26, 28, 30, 32, 34, 36 und 38 sind an der oberen Oberflache mittels Leiter 40, 42, 44,
46, 48, 50 und 52 mit einer Seitenkante des Tragergehauses verbunden, wo sie mittels geeigneter Mittel ent-
weder direkt oder mittels einer Stecker- und Buchsenstruktur mit dem Kabel 20 verbunden sind.

[0069] Zweite und darauf folgende Reihen der durchgehenden Locher (nicht nummeriert) werden durch Leiter
auf den verschiedenen Niveaus des Laminats, welches die Verbinderstruktur bildet, verbunden, was nachfol-
gend beschrieben wird. Dies ermdglicht eine engere Beabstandung der Elektroden. Eine beispielhafte Gruppe
von Nadeln 58, 60, 62, 64, 66 und 68 sind in einigen der Bohrungen aufgezeigt. Bestimmte dieser Elektroden
60, 64 und 68 sind hohl und weisen einen geeigneten Verbinder am duReren Ende auf, um eine Infusion von
Arzneimitteln oder Genen zu ermdglichen. Diese Nadeln besitzen auch einen oder mehrere geeignete Auslas-
se wie ein offenes Ende oder einen oder mehrere Offnungen an oder nahe dem eingefiihrten Ende. Die hohlen
Nadelelektroden sind zum Beispiel so dargestellt, dass sie Auslasséffnungen aufweisen, wobei die Offnungen
der Elektrode 60 so dargestellt sind, dass die Auslasséffnungen durch Referenzziffern 70 und 72 bezeichnet
werden.

[0070] Es wird nun spezifisch auf Eig. 2 eingegangen, in der die veranschaulichte Verbinderschablone in ei-
ner Anwendung bei der Behandlung eines Prostatakrebses oder dergleichen aufgezeigt ist. In diesem Fall ist
der Verbinder 22 derart dargestellt, dass er auf einem langlichen Tragerstab 54 einer Ultraschallsonde 56 an-
gebracht ist, welche in dem Rektum eines Patienten eingeflhrt ist. Die Ultraschallsonde wird verwendet, um
die Prostata und die Lage der Elektroden in der Prostata zu visualisieren. Die Schablone befindet sich in einer
Position, derart, dass eine Vielzahl der Nadelelektroden 58, 60 und 62 wie dargestellt durch drei der durchge-
henden horizontalen Bohrungen und in die Prostata des Patienten eingefuhrt sind. In diesem Fall sind zwei der
Nadelelektroden 58 und 62 als feste Nadelelektroden dargestellt, und eine Mittelelektrode 60 ist hohl darge-
stellt, um die Injektion von Molekilen wie einem Arzneimittel oder einem therapeutischen Wirkstoff oder einem
anderen Material zu ermdglichen. Eine zweite Gruppe von Nadelelektroden 64, 66 und 68 befindet sich unter-
halb der zuvor erwahnten Elektroden und erstreckt sich durch die durchgehenden Bohrungen der Verbinder-
schablone und in die Prostata des Patienten. In diesem Fall sind zwei dieser Nadeln 64 und 68 hohl, um die
Injektion eines therapeutischen oder andersartigen Wirkstoffs in die Prostata des Patienten zu ermdglichen.
Diese kdnnen nach der Injektion des therapeutischen Wirkstoffs an Ort und Stelle belassen werden und dienen
als die Elektroden flir die Anwendung der elektrischen Pulse auf das Gewebe der Prostata oder der Krebszel-
len innerhalb der Prostata. In einer Ausfihrungsform dieser Erfindung sind die Nadelelektroden entlang eines
Zwischenabschnitts des Schafts teilweise isoliert, so dass lediglich der Abschnitt in dem ausgewahlten Gewe-
be und in der Schablone leitfahig ist. Dies positioniert den leitfahigen Pfad durch das gewahlte zu behandelnde
Gewebe und isoliert dartiber liegendes Gewebe gegeniliber den elektrischen Pulsen.

[0071] wie aus der vorhergehenden Veranschaulichung und Beschreibung offensichtlich wird, kbnnen ausrei-
chend Nadelelektroden durch die Verbinderschablone auf im Wesentlichen jeder beliebig gewlinschten Anord-
nung positioniert werden, um den notwendigen Bereich des Gewebes, auf welchem eine Elektroporation an-
zuwenden ist, abzudecken. Die Nadelelektroden kdnnen aus einem beliebig geeigneten elektrisch leitfahigen
Material hergestellt sein. Beispielsweise kdnnen, ohne darauf beschrankt zu sein, solche Materialien Platin,
Silber, Gold, Edelstahl und/oder eine Legierung dieser und/oder anderer Materialien einschlief3en. In bestimm-
ten Anwendungen liegt das zu behandelnde Gewebe neben gesundem Gewebe und kdnnen die Elektroden
vorzugsweise entlang eines Langenabschnitts isoliert sein, um dartber liegendes Gewebe gegentiber den Pul-
sen zu isolieren. Die Nadelelektroden kénnen auch eine beliebig geeignete Form aufweisen und kénnen eine
beliebig geeignete Lange fur die spezielle Anwendung aufweisen. Bei einer Anwendung, bei der ein Einflihren
in oder durch hartes Material wie Knochen notwendig ist, kann die Nadel zum Beispiel mit einer geeigneten
Bohrspitze, wie sie in Eig. 2A dargestellt ist, ausgebildet sein. Wie in Eia. 2A ist eine Nadelelektrode 69 auf-
gezeigt, die mit einer spatenférmigen Bohrspitze 69a zum Bohren durch Knochen oder anderes hartes Gewe-
be ausgebildet ist. Die Spitze kann als ein Spiralbohrer oder in einer beliebig anderen geeigneten Bohrerkon-
figuration ausgebildet sein. Die Bohrspitzenelektrode kann durch ein geeignetes Antriebsmittel wie eine Hand-
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bohrmaschine oder einen kleinen von Hand gehaltenen Bohrmotor in Drehung versetzt werden.

[0072] Es wird nun Bezug genommen auf die Fig. 3-Fig. 9, wo eine Vielzahl an gedruckten Leiterplatten dar-
gestellt ist, welche aufeinander gestapelt werden, um den kombinierten Schablonenverbinder 22 zu bilden.
Eine gedruckte Leiterplatte 24, wie sie in Fig. 3 aufgezeigt ist, bildet die Vorderseite 24 der Verbinderschablo-
neneinheit. Diese Platte besitzt wie alle Platten eine Abmessung von ungefahr 5 cm?. Aufgrund des geringen
Raums, der fir die durchgehenden Locher verflgbar ist, welche die Verbinder fir die entsprechenden Elektro-
den einschlieBen, werden getrennte Schaltkreise fur einige der durchgehenden Ldcher wie jede Reihe an
durchgehenden Lochern auf getrennten Leiterplatten angeordnet. Somit werden, wie in den Fig. 3-Fig. 9 dar-
gestellt, getrennte Verbinder und Leiter fir jede Reihe an Nadelelektroden, die in ein durchgehendes Loch ein-
gefihrt werden, auf der Oberflache einer separaten Leiterplatte ausgebildet. Diese werden dann in einer wie
zum Beispiel in Fig. 10 dargestellten Anordnung gestapelt. Es ist einleuchtend, dass die Verbindungen fiir die
entsprechenden Ldcher in den Leiterplatten in einer beliebigen Anzahl an Anordnungen wie einer vertikalen
oder horizontalen Anordnung ausgebildet werden kénnen.

[0073] Es wird nun Bezug genommen auf Fig. 4, wo zu sehen ist, dass eine Leiterplatte 74, die direkt unter-
halb der Leiterplatte 24 angeordnet wird, eine Reihe an vergroRerten Lochern 76-88 aufweist, die so gestaltet
sind, dass sie die unteren Enden der Verbinder der darlber liegenden Platte aufnehmen kénnen, wie in Fig. 11
veranschaulicht. Darlber hinaus weist diese Leiterplatte eine Reihe von Verbindern 90-102 auf, welche die
zweite Reihe an Verbindungsléchern fir die Nadelelektroden der Baugruppe bilden. Diese Verbindungsbuch-
sen sind jeweils wie in der vorherigen Ausfiihrungsform verschaltet, um die Leiter zu trennen, die sich entlang
der Oberflache der Leiterplatte zu einer Kante der Platte erstrecken, wo sie mit dem Kabel (2) verbunden wer-
den. Jeder Verbinder ist Uber seinen eigenen Leiter separat mit dem Schaltkreis des Pulsgenerators verbun-
den, wo er auf eine beliebige gewilinschte Weise mit dem Generator verbunden werden kann. Zum Beispiel
kann jede Nadel mit jeder benachbarten Nadel in einer beliebigen Polaritat oder entgegengesetzten Polaritat
gepaart werden. Somit kénnen die Nadeln gepulst werden in Paaren (d. h. zwei Nadeln mit entgegengesetzter
Polaritat), in mehrfachen Paaren (d. h. Paar gegenuber Paar) oder in gegenuberliegenden Reihen (d. h. Reihe
gegeniber Reihe mit einer ungeraden, geraden oder unterschiedlichen Anzahl an gegeniiberliegenden Elek-
troden).

[0074] Es wird nun Bezug genommen auf Fig. 11, eine Schnittansicht eines Abschnitts der Verbinderbau-
gruppe, die als Schnitt dargestellt ist. Sie zeigt eine Vielzahl der Leiterplatten, die in einem Rahmen 114 befes-
tigt sind, welcher diese, wie aufgezeigt, in einer geringfligig beabstandeten Beziehung zueinander halt. Wie
dargestellt, umfassen die Buchsen, wie zum Beispiel die Buchse 26, eine im Allgemeinen rohrférmige Metall-
hiille 116, die so ausgebildet ist, dass sie eine Offnung 118 am unteren Ende und eine Offnung 120 am oberen
oder Einlassende aufweist. Die Hulle ist um Federkontakte 122 ausgebildet und gecrimpt, welche in der Mitte
nach innen zulaufen oder gebogen sind fiir einen Gleitkontakt oder einen Eingriff mit einer Nadel. Die Buch-
seneinheit besitzt eine derartige Lange, dass sie sich durch Bohrungen in der oberen Leiterplatte 24 durch
Bohrung 76 in der darunter liegenden Leiterplatte 74 erstreckt. Die Buchseneinheiten befinden sich in einem
leitfahigen Kontakt mit den gedruckten Leitern auf der Oberflache der entsprechenden Platte.

[0075] Es wird nun Bezug genommen auf Fig. 12, wo eine gestaffelte Anordnung der Leiter auf den gedruck-
ten Leiterplatten dargestellt ist. Wie dargestellt, wird die zweite Reihe an Leitern oder Buchsen in der gedruck-
ten Leiterplatte 74 ausgebildet, welche unterhalb der gedruckten Leiterplatte 24 angeordnet ist. Die nachste
darunter liegende gedruckte Leiterplatte 104 weist eine Reihe von leitfahigen Buchsen, einschlieRlich der
Buchse 124, auf, mit Leitern, die wie vorher beschrieben entlang deren Oberflache verlaufen. Die nachste Rei-
he an leitfahigen Buchsen liegt auf der nachsten darunter liegenden gedruckten Leiterplatte 106, welche eine
Buchse 126 einschlief3t. Somit sind die Verbinder mit den entsprechenden Elektroden auf verschiedenen
Schichten innerhalb der Anordnung von Leiterplatten angeordnet. Dies ermdglicht die Ausbildung einer kom-
binierten Verbinderschablone mit sehr engen Abstanden zwischen den entsprechenden Leitern und ermdglicht
daher, wie dargestellt, die Bereitstellung einer hochdichten Anordnung.

[0076] Die oben beschriebene Vorrichtung der vorliegenden Erfindung wird in einer Anwendung als ein Pro-
statakrebs-Elektroporationstherapiesystem in der Darstellung der Fig. 2 aufgezeigt. Die Schablone wird, wie
dargestellt, mit einer Vielzahl an in die Prostata 130 eingeflhrten Nadeln positioniert. In der beispielhaften Aus-
fuhrungsform ist die Schablone mittels einer Klammer 136 auf einem Griff oder einer Verlangerung 154 einer
Ultraschallsonde 156 angebracht. Die Ultraschallsonde wird in das Rektum des Patienten eingefiihrt und von
dem Arzt zur Visualisierung des Tumors in der Prostata verwendet. Der Arzt flihrt die Ultraschallsonde ein und
fuhrt dann die Nadeln durch die Schablone in den Tumor ein. Danach werden durch eine Vielzahl der Nadeln,
welche hohl sind, Chemikalien in den Tumor in der Prostata eingefiihrt. Danach werden elektrische Pulse in
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einem geeigneten Schaltschema, wie es in der obigen Anmeldung beschrieben ist oder nachfolgend beschrie-
ben wird, den Nadeln zugeflhrt. Zum Beispiel wird zumindest ein Puls zwischen zwei gegenulberliegenden
Paaren an Nadeln erzeugt, der Puls wird dann hinsichtlich der Polaritdt umgekehrt, dann werden mit einer
90°-Anderung der Nadelverschaltung zwei weitere Pulse in einer ersten und dann einer zweiten Polaritat an-
gewendet.

[0077] Die oben beschriebene Schablonenanordnung kann bis zu 49 Elektroden umfassen, jede mit einer se-
paraten Verbindung zu dem Pulsgenerator. In einigen Fallen ist es wiinschenswert, die Anzahl der Elektroden,
welche von dem Generator geschalten oder adressiert werden mussen, zu minimieren. In alternativen Ausfih-
rungsformen, die nachfolgend beschrieben werden, liegen die Elektrodenanordnungen in einer Anzahl mit pa-
ralleler Verschaltung vor, so dass gleichzeitig mehrere Zonen geschalten werden kdnnen, wodurch die Anzahl
an notwendigen Umschaltungen verringert ist.

[0078] Unter Bezugnahme auf Fig. 13A wird eine Anordnung von 49 Nadelelektroden veranschaulicht, bei
der alle Elektroden mit derselben Nummer parallel verschaltet sind. Somit ist jede zweite Elektrode in jeder
horizontalen Reihe parallel verschaltet. Wie ersichtlich ist, sind durch Schalten aller Elektroden 1 und 2 gegen-
Uber den Nadeln 3 und 4, dann aller Elektroden 1 und 3 gegentber allen Elektroden 2 und 4 und dann Umkeh-
ren der Polaritat lediglich vier Pulse notwendig, um den gesamten Gewebereich zwischen der ersten Reihe
und der zweiten Reihe abzudecken. Die Pulse kénnen gleichzeitig zwischen allen benachbarten Reihen an
Elektroden angewendet werden. Eine Behandlungszone ist der Bereich zwischen vier Elektroden, wobei die
Elektroden in gegeniiberliegenden Paaren gepulst werden, d. h. ein Paar an positiven gegeniiber einem Paar
an negativen. Das bevorzugte Pulsschema ist ein Puls zwischen den gegentiberliegenden Paaren, ein zweiter
Puls zwischen demselben Paar mit umgekehrter Polaritat. Die Schaltung macht dann eine 90°-Drehung, um
die Elektroden 90° zu dem ersten Paar zu paaren und mit einer ersten Polaritat, dann mit einer entgegenge-
setzten Polaritat zu pulsen. Dieses Pulsschema wirde dann fir jede Reihe und eine benachbarte Reihe durch
die gesamte Anordnung an Elektroden mit 28 Pulsen durchgefiihrt. Die Wirksamkeit dieses Ansatzes mit ge-
genuberliegenden Paaren wurde verifiziert.

[0079] Diese Elektrodenanordnung kann durchgefiihnrt werden mit einer zweischichtigen Leiterplatte, wie sie
in den Fig. 14 und Fig. 15 dargestellt ist, welche lediglich 14 Verbindungen zu dem Pulsgenerator erfordert. In
dem dargestellten Layout sind alle gleichen Nummern parallel mit demselben Leitungsverbinder verschaltet.
Diese ganze Anordnung kann auf einer zweischichtigen Leiterplatte aufgebaut werden. Das Prinzip des paral-
lelen Umschaltens von Zonen kann ferner mit einer so groRen Anzahl an parallelen Nadeln variiert werden, so
dass lediglich vier Pulse notwendig sind, um die gesamte Schablone von 49 Nadeln umzuschalten. Somit wer-
den zumindest eine Vielzahl, wenn nicht alle Behandlungszonen simultan gepulst.

[0080] Unter Bezugnahme auf Fig. 13B wird eine alternative Anordnung von 25 Nadelelektroden veran-
schaulicht, wobei alle Nadeln mit derselben Nummer auf der Leiterplatte parallel verschaltet sind. Somit sind
alternierende Elektroden in sowohl horizontalen als auch vertikalen Reihen parallel verschaltet. Alle geeigne-
ten Elektroden 1 und 2 werden gegentber Nadeln 3 und 4 gepulst, welche parallel zusammengeschaltet sind;
ein zweiter Puls erfolgt zu denselben Elektroden mit umgekehrter Polaritat; dritte Pulselektroden 1 sind mit
Elektroden 3 verbunden und werden gegenuber Elektroden 2 und 4, die miteinander verbunden sind, gepulst;
vierte Pulse sind in umgekehrter Polaritat zu dieser Verschaltung. Mit dieser Verschaltung und diesem Puls-
schema kann jede beliebige groRe Schablone mit einer beliebigen Anzahl an Elektroden mit lediglich vier Pul-
sen gepulst werden.

[0081] Dises Schaltungsschema und deren Variationen kénnen auf Anordnungen einer beliebigen Grof3e und
im Wesentlichen beliebiger Form angewendet werden. Die Elektrodenanordnung und das Schaltungsschema
der Fig. 13A kann ausgefuhrt werden mittels einer zweischichtigen Leiterplatte, wie sie in den Fig. 14 und
Fig. 15 dargestellt ist, welche lediglich 14 Verbindungen zu dem Pulsgenerator erfordert. In den Fig. 14 und
Fig. 15 ist eine mehrschichtige Verbindungsschablone 138 veranschaulicht, welche einen Leiter 140 aufzeigt,
der in einer ersten Reihe parallel vier der Nadelverbindungséffnungen verbindet. Eine zweite Schicht, die sich
im Innern oder auf der Riickseite derselben Platte befindet, ist in Fig. 15 aufgezeigt, mit einem Leiter 142, der
die drei verbleibenden Nadelbuchsen in der ersten Reihe parallel verschaltet. Mit dieser Anordnung kénnen
somit sieben Leiter auf jeder Schicht alle Buchsen auf der gesamten Platte auf diese Weise mit dem Pulsge-
nerator verbinden. Die Buchsen der Leiterplatte werden wie zuvor beschrieben mit Federkontakten bereitge-
stellt, welche es ermdglichen, dass die Nadelelektroden einen Gleitkontakt ausbilden und ausgefahren und zu-
rickgezogen werden kénnen. Dies ermoglicht es, dass sie einfach fiir einen Entwurf angewendet werden kon-
nen, der es ermdglicht, dass die Nadeln aus einem Halter ausgefahren und in diesen zuriickgezogen werden
kénnen.
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[0082] Die oben beschriebenen Leiterplattenschaltungssysteme ermdglichen eine beliebige Anzahl an ver-
schiedenen Anordnungen der Nadelelektroden, vorzugsweise mit einer Vielzahl an Nadeln in einer Vielzahl an
parallelen Reihen. Die Nadeln in jeder Reihe kénnen dieselbe oder eine unterschiedliche Anzahl aufweisen
und kénnen direkt gegenuber liegen oder kdnnen versetzt sein. Zusatzlich zu den verschiedenen Anordnungen
an Elektroden kénnen die Elektroden in einer beliebigen Anzahl an verschiedenen wahlbaren Anordnungen
und Sequenzen, die nicht notwendigerweise durch die physikalische Anordnung beschrankt sind, gepulst wer-
den. Im breitesten Sinne ist es bevorzugt, dass eine Vielzahl an Elektroden einer Polaritat gegeniber einer
Vielzahl an Elektroden der entgegengesetzten Polaritat gepulst wird. Die Vielzahl an Elektroden werden zu-
mindest Paare sein und kénnen hinsichtlich der Anzahl gerade oder ungerade sein oder kénnen dieselbe An-
zahl gegenuber derselben oder einer anderen Anzahl darstellen. Einige beispielhafte optionale Anordnungen
von Elektroden werden in den folgenden Fig. 16-Fig. 19 veranschaulicht, von denen jede einen Vorteil in spe-
ziellen Anwendungen aufweisen kann.

[0083] Unter Bezugnahme auf Fig. 16 wird eine im Allgemeinen rechteckige Anordnung mit alternierenden
versetzten Reihen von Nadelelektroden veranschaulicht und allgemein durch die Ziffer 200 bezeichnet. In die-
ser Anordnung sind die horizontalen Reihen wie 202 und 204 parallel, wobei die Elektroden in der Reihe 204
eine geringere Anzahl aufweisen und gegenuber den Elektroden der Reihe 202 lateral versetzt sind. Es ist er-
sichtlich, dass auch vertikale Reihen mit abwechselnden versetzten Reihen gebildet werden. Jede Elektrode
in jeder der inneren kirzeren Reihen ist gleich beabstandet von zwei Elektroden in jeder benachbarten Reihe.
Ein Paaren von mehreren Elektroden wird in einem nicht rechteckigen Abdeckungsbereich resultieren.

[0084] Unter Bezugnahme auf Fig. 17 wird eine Elektrodenanordnung veranschaulicht, bei der jede Reihe an
Elektroden dieselbe Anzahl an Elektroden aufweist und in einer Richtung um einen Zwischenraum lateral ver-
setzt ist und welche allgemein als Ziffer 206 bezeichnet wird. Die abwechselnden Reihen kénnten in abwech-
selnden Richtungen versetzt sein anstatt, wie dargestellt, in derselben Richtung. Es wird ersichtlich, dass eine
Vielzahl an Elektroden in jeder Reihe vorhanden ist, mit Ausnahme der ersten und letzten vertikalen Reihe.
Alle horizontalen Reihen, wie 208 und 210, weisen dieselbe Anzahl an Elektroden auf, und alle vertikalen Rei-
hen weisen eine unterschiedliche Anzahl an Elektroden auf. Alle vertikal geneigten Reihen weisen dieselbe
Anzahl auf wie benachbarte Reihen, die um einen halben Zwischenraum versetzt sind. Paare weisen dieselbe
Anzahl an Elektroden auf und sind in einer Richtung um einen Abstand lateral versetzt.

[0085] Unter Bezugnahme auf Eig. 18 wird eine im Allgemeinen rechteckige Elektrodenanordnung veran-
schaulicht, die allgemein mit 212 bezeichnet wird, wobei bei jeder der dulRersten Reihen an Elektroden die end-
standigen Elektroden fehlen. Die auRRersten Reihen, wie 214 und 216, weisen weniger Elektroden auf und sind
kirzer als benachbarte innere Reihen. Jedoch sind alle Reihen vertikal und horizontal ausgerichtet, so dass
Elektroden in einer Vielzahl an Paaren und mit einer Vielzahl an gegeniiberliegenden Elektroden in benach-
barten parallelen Reihen gepulst werden kénnen.

[0086] Unter Bezugnahme auf Fig. 19 wird eine doppelt kreisférmige Anordnung von sechs Elektroden dar-
gestellt, welche eine im Allgemeinen hexagonale Elektrodenanordnung bildet und allgemein mit der Ziffer 218
bezeichnet wird. Diese Anordnung kann ein einzelnes oder mehrere Sechsecke umfassen, wobei die Nadeln
222, 224, 226, 228 und 230 ein Sechseck ausbilden. Jedes Sechseck umgrenzt oder umkreist einen Behand-
lungsbereich, wobei jede Elektrode mit jeder benachbarten Elektrode mit gleicher Polaritat gepaart sein kann
und hinsichtlich der Polaritat umgeschaltet werden kann. In dieser Anordnung werden Nadeln bevorzugt mit
gleicher Polaritat gegenliber Paaren entgegengesetzter Polaritat gepaart. Somit ist jede Elektrode (wie 220)
mit einer benachbarten Elektrode 222 der gleichen Polaritat gepaart und wird gegeniber Elektroden 226 und
228, welche mit entgegengesetzter Polaritat gepaart sind, gepulst. Das System schlie3t Schaltmittel zum Paa-
ren einer jeden Elektrode mit einer benachbarten Elektrode in beliebiger Polaritat ein und schaltet entlang des
Kreises die Polaritat fortlaufend um. Diese Anordnung hat den Vorteil einer griindlicheren Elektroporation des
ausgewahlten Gewebebereichs, da zwei Pulse eines jeden Paars den Bereich durchlaufen. Gegenlberliegen-
de Paare an Nadeln werden nacheinander um die Anordnung mit wechselnder Polaritat gepulst.

[0087] Die Pulse der Elektroden kdénnen auf eine beliebig geeignete Weise mit einem beliebig geeigneten
System, wie dem in Fig. 20 schematisch dargestellten System, angewendet werden. Ein Pulsgenerator 232
liefert Pulse 234 (iber eine Schaltungsverkniipfung 236 zu den Elektroden 240, 242, 244, 246, 248 und 250.
Die Elektroden kénnen in einer beliebig ausgewahlten Anordnung vorliegen. In der Folge wird jedes mit dem
Generator verbundene Pulssteuermittel die Schaltungsverknlpfung tber ein Signal 238 umschalten, was ein
Umschalten der Elektroden hinsichtlich der Polaritat und/oder der Paarung bewirkt. In einer bevorzugten An-
ordnung kann die Schaltungsverkniipfung jede Elektrode hinsichtlich entweder der Polaritat als auch der Paa-
rung mit jeder benachbarten Elektrode der gleichen oder entgegengesetzten Polaritat getrennt verbinden.

12/38



DE 699 27 216 T2 2006.06.22

[0088] Unter Bezugnahme auf die Fig. 21-Fig. 26 wird eine ausfahrbare und zurlickziehbare Baugruppe dar-
gestellt und allgemein mit der Ziffer 144 bezeichnet. Die Baugruppe umfasst ein langliches zentrales Tragglied
146 mit einem Kopf- oder Nasenstiick 148. Auf dem Tragglied 146 ist eine Leiterplatte 150 angebracht, die eine
Vielzahl an im Gleitkontakt durchgéngige Buchsen aufweist, in welchen Nadeln angebracht sind, und welche
die ausfahrenden und zuriickziehenden Nadeln aufnimmt. Eine Vielzahl an Nadeln 152 ist an einer rohrférmi-
gen Hulle 154 angebracht, welche auf dem mittleren Tragglied 146 angebracht ist. Wenn die Hille entlang dem
Tragglied bewegt wird, fahrt sie, wie in Fig. 23 veranschaulicht, abwechselnd die Nadeln heraus und zieht sie
zurick. Die Vorrichtung ist vorzugsweise auch mit einer Anzeige oder Markierung 156 versehen, um eine An-
zeige der Ausfahrlange der Nadeln zur Verfligung zu stellen. Im Betrieb wird das Nasenstiick 148 gegen das
Gewebe, durch welches die Nadeln ausgefahren werden sollen, angesetzt, und die Hulle 154 wird herausge-
fahren, bis die Nadelelektroden bis zu der gewlinschten Tiefe ausgefahren sind. Wie in vorherigen Ausfuh-
rungsformen kann eine oder kdnnen mehrere der Elektroden Hohlnadeln sein zum Einfiihren von Genen oder
Arzneimitteln. Ein Kabel 158 verbindet die Nadelelektroden der Vorrichtung mit einem Pulsgenerator.

[0089] Die ausfahrbaren und zurtickziehbaren Nadeln kénnen vorteilhaft bei einem Katheter angewendet
werden. Unter Bezugnahme auf die Fig. 24-Fig. 26 wird eine Katheterspitzenanordnung veranschaulicht und
allgemein mit der Ziffer 160 bezeichnet. In dieser Ausfihrungsform ist ein langliches flexibles Katheterbauteil
162 an einem distalen Ende mit einer Schablone 164 ausgestattet, die eine Vielzahl an durchgehenden Buch-
sen mit Gleitverbindern 166, 168, 170 und 172 aufweist. Eine Vielzahl an festen Leiterelektroden 174 ist in ei-
ner beweglichen Betatigungsplatte 176 fir eine Bewegung entlang des Katheters angebracht. Eine Hohlnadel
178 fur die Infusion von Nucleinsduren oder Arzneimitteln ist in der beweglichen Tragerplatte 176 angebracht
und erstreckt sich durch eine der durchgehenden Buchsen und durch ein Lumen 180 zu einer Quelle von Arz-
neimitteln oder Genen, die nicht aufgezeigt ist. Wie in Fig. 20 aufgezeigt, kdnnen die Nadelelektroden am Ende
des Katheters ausgefahren oder zurtickgezogen werden.

[0090] Wie in Fig. 21 aufgezeigt, ist der Katheter ein langliches flexibles Bauteil mit den Nadeln am einen
Ende und verschiedenen Verbindern und Bedienmitteln am anderen Ende. Das Infusionslumen 180 erstreckt
sich zum proximalen Ende des Katheters fiir eine Verbindung zu einer Quelle von, je nach Anwendung, Genen
oder Arzneimitteln. Eine Vielzahl an Elektrodendrahten oder Leitern 182 erstreckt sich zu und durch ein Elek-
trodendrahtlumen 184. Diese erstrecken sich vom Ende des Lumens 184 am proximalen Ende des Katheters
fur eine Verbindung zu einem geeigneten Pulsgenerator. Ein Fihrungsdraht 186 erstreckt sich vom distalen
Ende des Katheters und erstreckt sich der Lange nach durch das Lumen 188. Das Lumen 188 ist an einem
Ende des bewegbaren Tragers 176 verbunden und schlie3t eine Scheibe 190 am proximalen Ende ein fir eine
Verwendung beim Ausfahren und Zurlickziehen der Nadeln am Ende des Katheters.

[0091] FEig. 27 veranschaulicht einen Gewebebereich des Kérpers eines Saugetiers, der allgemein mit der Zif-
fer 160 bezeichnet ist, bei dem innerhalb des Gewebes 164 ein ausgewahlter Gewebebereich wie ein Tumor
oder ein Organ 162 ausgebildet ist. Es ist eine Vielzahl an Nadelelektroden, von denen lediglich eine 166 aus-
fuhrlich beschrieben wird, ausgewahlt und durch das Kérpergewebe 164 in das ausgewahlte Gewebe 162 ein-
gefihrt. Die Elektroden sind mit einer isolierenden Beschichtung entlang ihres Mittelteils 168 ausgestattet. Ein
Spitzenabschnitt 70 bleibt unbeschichtet, um einen leitfahigen Kontakt mit dem Gewebe 162 zur Verfigung zu
stellen. Ein oberer Abschnitt 172 bleibt ebenfalls unbeschichtet, um einen leitfahigen Kontakt mit Kontaktstrei-
fen oder Kontakten in der Bohrung 174 in der gedruckten Leiterplatte 176 zur Verfiigung zu stellen. Diese An-
ordnung erméglicht es, dass die elektrischen Pulse vollstandig innerhalb des gewahlten Gewebes 162 ange-
wendet werden, ohne das Gewebe 164 zu beeinflussen. Dieses Merkmal kann in einer beliebigen der zuvor
diskutierten Ausfihrungsformen der Vorrichtung ausgestaltet sein.

[0092] Die oben beschriebenen Systeme kénnen eine beliebige Anzahl verschiedener Anordnungen der Na-
delelektroden, vorzugsweise mit einer Vielzahl an Nadeln in einer Vielzahl an parallelen Reihen, verwenden.
Die Nadeln in jeder Reihe kénnen hinsichtlich der Anzahl gleich oder verschieden sein und kénnen direkt ge-
genuberliegen oder kdnnen versetzt sein. Zusatzlich zu der physikalischen Anordnung der Elektroden kénnen
die Elektroden in einer beliebigen Anzahl an verschiedenen wahlbaren Anordnungen und Sequenzen, die nicht
notwendigerweise durch die physikalische Anordnung beschrankt sind, gepulst werden. Im breitesten Sinne
ist es bevorzugt, dass eine Vielzahl an Elektroden von einer Polaritat gegenuber einer Vielzahl an Elektroden
der entgegengesetzten Polaritat gepulst wird. Die Vielzahl an Elektroden werden zumindest Paare sein und
koénnen hinsichtlich der Anzahl gerade oder ungerade sein oder kénnen die gleiche Anzahl sein gegentiber der-
selben oder einer anderen Anzahl.

[0093] Die folgenden Beispiele dienen der Veranschaulichung, aber nicht der Einschrankung der Erfindung.
Wahrend sie typisch fiir solche sind, die verwendet werden kénnten, kdnnen alternativ dazu andere Verfahren,
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die dem Durchschnittsfachmann auf dem Gebiet bekannt sind, verwendet werden.
Beispiel 1
In-Vitro-Studien einer Elektroporationstherapie

[0094] Man lied PC-3-Zellen (ATCC CRL-1435, eine Prostatakrebszelllinie) in RPMI-1640, versetzt mit 15 %
fétalem Kélberserum (FCS) und 1 % L-Glutamin, in 5 % CO, bei 37 °C wachsen. Die Zellen wurden wahrend
der exponentiellen Wachstumsphase durch Trypsinisierung gesammelt und deren Lebensfahigkeit wurde
durch Ausschluss mittels Trypanblau bestimmt. Die Zellen wurden mit 2 x 10° Zellen/ml in Kulturmedium sus-
pendiert und in die Vertiefungen einer Platte mit 96 Vertiefungen mit einer Endkonzentration von 4 x 10* Zellen
pro Vertiefung ausgebracht. Die Zellen wurden unter Verwendung geeigneter Nadelanordnungselektroden, die
mit einem Rechteckwellenpulsgenerator verbunden waren, gepulst. Die Nadelanordnung wurde in die Vertie-
fung der Mikroplatte mit 96 Vertiefungen eingefiihrt und unter Verwendung der folgenden Parameter gepulst:

Spannung: 0-1000 V
Pulslange: 99 us
Anzahl der Pulse: 6

[0095] Furdie verschiedenen elektrischen Felder wurde eine Zellentberlebenskurve erzeugt. Die Ergebnisse
sind in Fig. 30 aufgezeigt. Bei sechs Pulsen von 400-600 Volt mit einer Pulslange von 99 ps in einem 0,5 cm
Nadelarray uberlebten 75-80 % der Zellen 20 Stunden nach der Behandlung. Somit wurden diese Parameter
fur die Elektroporationstherapiestudien verwendet.

[0096] Die chemotherapeutischen Wirkstoffe (Bleomycin, Cisplatin und Mitomycin C) wurden in phosphatge-
pufferter Salzlésung (PBS) geldst und bei einer Endkonzentration im Bereich von 1,3 x 10° M bis 1 x 10™* M
direkt zu den Zellsuspensionen gegeben. Das Uberleben der Zellen in der Gegenwart der chemotherapeuti-
schen Wirkstoffe, sowohl mit als auch ohne der Anwendung des elektrischen Felds, wurde 20 Stunden nach
der Behandlung mittels des XTT-Zellproliferationsassays bestimmt (Roehm, N. W. Rodgers, G. H., Hatfield, S.
M., Glasebrook, A. L., "An Improved Colorimetric Assay for Cell Proliferation and Viability Utilizing the Tetrazo-
lium Salt XTT", J. Immunol. Methods, 142:2, 257-265, 1991). Der XTT-Assay basiert auf einem spektrophoto-
metrischen Assay der metabolischen Umwandlung von Tetrazoliumsalzen zu Formazan; wobei lebende Zellen
XTT zu Formazan umwandeln, was spektrophotometrisch gemessen werden kann. Eine Probeniberlebens-
kurve ist in Fig. 28 aufgezeigt. Die Ergebnisse wurden ausgedriickt als ein Vergleich der IC,, (Konzentration
an Arzneimittel, welche 50 % der Zellen inhibiert) eines jeden Wirkstoffs in der Gegenwart und Abwesenheit
einer Elektroporation und sind in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1

Wirkung der Behandlung von PC-3-Zellen in vitro

Wirkstoff ICgg ICgg Zytotoxizitats-
keine Elek- mit Elektro- verstarkungs-
troporation poration verhaltnis

Bleomycin 1 x 10°5 1 x 10-8 1000

Cisplatin 5 x 10°° 1 x 10-> 5

| Mitomycin C 8 x 10°° 6 x 107> 1,33

[0097] Die zytotoxischen Effekte von chemotherapeutischen Mitteln auf PC-3-Zellen waren signifikant erhéht
durch eine Kombination der Wirkstoffe mit einer Elektroporation. Die héchste zytotoxische Verstarkung wurde
erreicht unter Verwendung von Bleomycin und einer Elektroporation, gefolgt von Cisplatin und Mitomycin C.
Die Anzahl der invitro-Proben variierte zwischen 6 und 9. Es wurde keine Statistik durchgefiihrt, obwohl im Di-
agramm der Standardfehler aufgezeigt ist. Somit erhoht die Elektroporation die Zellsuszeptibilitat der zytotoxi-
schen Wirkstoffe Bleomycin und Cisplatin.
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Beispiel 2
Murinmodellsystem

[0098] Um die Wirkung der Elektroporation auf die Effektivitat von chemotherapeutischen Wirkstoffen in vivo
zu untersuchen, wurde ein Nacktmausmodell verwendet. Fur diese Experimente wurden 0,1 ml einer Matrigel-
I6sung (eine serumfreie Lésung, die einen Teil an Matrigel verdiinnt in vier Teilen an RPMI-1640 enthalt), wel-
che 5 x 10° PC-3-Zellen enthielt, in die Flanken von Nacktmausen implantiert. Man lielt die Tumore bis zu ei-
nem Tumorvolumen von 80 + 20 m® wachsen. Die Mause wurden gewogen und zuféllig in die folgenden sechs
Gruppen eingeteilt:

Gruppe 1: keinen therapeutischen Wirkstoff, keine Elektroporation

Gruppe 2: 0,5 Einheiten Bleomycin, keine Elektroporation

Gruppe 3: 0,5 Einheiten Bleomycin, 4-Nadelanordnung,

0,65 cm, 942 V, 4 x 100 ps Pulse

Gruppe 4: 0,5 Einheiten Bleomycin, 6-Nadelanordnung,

1,00 cm, 1130 V, 6 x 100 ps Pulse

Gruppe 5: 0,5 Einheiten Bleomycin, 6-Nadelanordnung,

0,5cm, 559V, 6 x 100 us Pulse

Gruppe 6: 0,5 Einheiten Bleomycin, 4-Nadelanordnung,

0,87 cm, 1500 V, 4 x 100 us Pulse

[0099] In denjenigen Tieren, welche Bleomycin erhielten, wurde der chemotherapeutische Wirkstoff (0,5 Ein-
heiten) in 0,01 ml an Salzlésung geldst und durch "Fachern" intratumoral injiziert. Nach 10 + 1 Minuten wurde
eine Genetronics Medpulser™-Vorrichtung verwendet, um die Tumore mit einem Set von entweder 6- oder
4-Nadelanordnungselektroden zu pulsen. Alle Behandlungen wurden als ein einziges Set an Pulsen verab-
reicht.

[0100] Die Tiere wurden wahrend 67 Tagen taglich auf ihren Zustand oder irgendein Zeichen einer Erkran-
kung uberwacht (siehe Eig. 24, wobei D = Arzneimittelbehandlung (Bleomycin) und e = Elektroporation). Die
Tumorgrofie wurde gemessen und das Tumorvolumen unter Verwendung der folgenden Formel berechnet:

Volumen=m/6 xaxbxc

wobei a, b und ¢ die Lénge, Breite und Tiefe des Tumors in MOLD-TECH sind. Nach dem Uberwachungszeit-
raum wurden die Tumore entnommen und es wurden Schnitte fir histologische Analysen hergestellt. Die Tiere
wurden daruafhin klassifiziert dass sie eine fortgeschrittene Erkrankung aufweisen (Auftreten von neuen Lasi-
onen, die zuvor nicht identifiziert wurden, oder eine geschatzte Zunahme von 25 % oder mehr der GréRe von
existierenden Lasionen), dass sie eine vollstandige Antwort aufweisen (vollstandiges Verschwinden der ge-
samten bekannten Erkrankung), dass sie eine teilweise Antwort aufweisen (wobei die Tumorgrofie um 50 %
oder mehr abnimmt). Todesfalle wurden den Kampfen der Mause im selben Kafig zugeordnet.
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Tabelle 2

Ergebnisse der Behandlung von PC-3-Zellen in Nacktmausen

Gruppe | Anzahl der | Ergebnisse
Tiere
1 5 4 (80 %) fortschreitende Erkrankung
1 Todesfall
2 6 6 (100 %) fortschreitende Erkrankung
3 7 5 (52 %) vollstandige Antwort
1 (14 %) teilweise Antwort
1 (14 %) Todesfall
4 7 5 (52 %) vollstdndige Antwort
1 (14 %) teilweise Antwort
1 (14 %) Todesfall
5 6 5 (83 %) vollstdndige Antwort
1 (17 %) teilweise Antwort
6 8 5 (63 %) vollstadndige Antwort
1 (12 %) teilweise Antwort
2 (25 %) Todesfalle

[0101] Die Ergebnisse zeigten auf, dass die Kombination eines chemotherapeutischen Mittels und einer Elek-
troporation eine wirksame Vorgehensweise fiir eine Tumorbehandlung darstellt. Sowohl die 4- als auch 6-Na-
delanordnungen erwiesen sich als wirksam.

Beispiel 3
Auswertung der technischen Durchfiihrbarkeit einer intraprostatischen Injektion von Bleomycin

[0102] Um die technische Durchfiihrbarkeit einer intraprostatischen Injektion von Bleomycin zu erforschen,
wurde die folgende Studie durchgefiihrt. Ein mannlicher Beaglehund mit einer Prostatagrof’e von = 2 cm im
Durchmesser wurde anasthesiert. Es wurde eine Mittellaparotomie durchgefiihrt und die Blase und der Darm
zur Seite gelegt, um einen Zugang zur Prostatadriise zu erhalten. Unter direkter visueller Uberwachung wurde
Bleomycin in jeden der sechs Sextanten (unterer, mittlerer und oberer Teil von sowohl der linken als auch rech-
ten Seite) der Prostata injiziert. Es wurden dann vier Elektroporationsnadeln transperitoneal unter visueller
Uberwachung eingefihrt, um Elektroporationszyklen zu verabreichen. Es wurden keine akut lokalen oder un-
gunstigen Reaktionen auf die Testverbindung oder die Elektroporation beobachtet. Es waren kleine Hamatome
an den Injektionsstellen zu erkennen, welche wahrend der Dauer der Studie bestehen blieben. Wahrend der
Elektroporationspulse wurden Muskelkontraktionen beobachtet. Wahrend jeder der Elektorporationspulsse-
quenzen wurde ein ECG aufgezeichnet. Die ersten beiden Sequenzen wurden mit Nadeln durchgefiihrt, die
durch das Perineum in die Prostata eingeflihrt waren. Es wurden vier zusatzliche Sequenzen aufgezeichnet
mit Nadeln, die direkt in die Muskeln des linken Hinterbeins eingefiihrt waren. Jede der Pulssequenzen erzeug-
te Stimulationsartefakte auf der Aufzeichnung des ECG. Es war jedoch dennoch aus den ECG-Aufzeichnun-
gen ersichtlich, dass kein Einfluss auf den elektrischen Rhythmus des Herzens stattfand, da das Timing der
QRS-Komplexe keinen Unterschied aufzeigte wahrend des Verlaufs der Elektroporationspulse und keine klini-
schen Stérungen des Herzrhythmus beobachtet wurden.

[0103] Eine Stunde nach der Elektroporation wurden die Tiere unter Verwendung eines Beuthanasia-Cock-
tails euthanisiert, und es wurden die Prostata, das Perineum und das umgebende Gewebe in situ auf makro-
skopische Lasionen untersucht. Eine makroskopische Begutachtung der Prostata, des Perineum und des um-
gebenden Gewebes ergab keinen Befund mit Ausnahme der Hamatome auf der Prostataoberflache. Die Pro-
stata wurde dann entnommen und fiir eine histologische Bewertung verarbeitet. Die in der Prostatadrise fest-
gestellten signifikanten Gewebebefunde schlossen Blutungen, Odeme und Nekrosen ein, welche in der Aus-
gepragtheit schwach und im Verteilungsmuster multifokal waren. Es traten Nekrosen in den Epithelialzellen
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des Drusenabschnitts der Prostata auf. Es wurden keine Nekrosen im Bindegewebe beobachtet. Die Studie
zeigte auf, dass das Behandlungsprotokoll zur Induzierung von Nekrosen in der Prostata verwendet werden
kann.

Beispiel 4
Hundemodellsystem flr intraprostatisches Bleomycin und Elektroporation

[0104] Um die Toxizitat und Nebenwirkungen der Kombination von Bleomycin und einer Elektroporation in der
Prostata zu untersuchen, wurde ein Hundemodell ausgewertet. Es wurden mannliche Beaglehunde mit einer
ProstatagréRe = 2 cm im Durchmesser verwendet. Es wurden die folgenden Verfahren verwendet:

Gruppe 1A, D - E+
(d = Arzneimittel, E = elektrisches Feld, +/- = anwesend bzw. abwesend)

[0105] Unter Volinarkose wurde eine offene Laparotomie durchgefiihrt, um die Prostata freizulegen. Es wur-
den Elektroporationsnadeln vom unteren Teil zur Spitze der prostatischen Kapsel transperitoneal in die Pros-
tata eingefiihrt. Diese wurden eingeflihrt unter Verwendung der Schablonenfihrungen mit quadratischer An-
ordnung (0,5 cm Grundlange) und von transrektalem Ultraschall (TRUS). Die Nadelplatzierung und der Ab-
stand wurden mit Fluoroskopie bestatigt. Es wurde Salzldsung (0,25 ml/cm?®) transperitoneal in die Prostata in-
jiziert. Die Injektion wurde den unteren, mittleren und oberen Abschnitten des Prostatalappens unter Verwen-
dung der TRUS-Fuhrung verabreicht. Vor der Elektroporation wurde Succinylcholin, 1 mg/kg, i. v., verabreicht.
Gemal den folgenden Behandlungsparametern wurde ein EP-Puls verabreicht:

Experiment #1: EPT-Zyk1us (658 V) mit einer 4-Nadelanordnung (1 x Behandlungsbereich). Tétung 48
Stunden nach der Elektroporation.
Experiment #2: 3 EPT-Zyklen (658V) mit einer 4-Nadelanordnung (1 x Behandlungsbereich). Tétung 48
Stunden nach der Elektroporation.

[0106] Die Elektrodenposition wird vor, wahrend und nach der Elektroporation mittels der TRUS-Darstellung
Uberwacht. Das EKG wird vor, wahrend und nach der Elektroporation aufgezeichnet. Die Toxizitat wird durch
Begutachtung der Blasenentleerung (Harnabgang, Hamaturie) 0, 24 und 48 Stunden nach der Elektroporation
Uberwacht. Die Erektion (rektale Palpitation) wird 0, 24 und 48 Stunden nach der Elektroporation Gberwacht.
Das chemische Blutprofil (als Anzeige der Nieren- und Leberfunktion) wird 0, 24 und 48 Stunden nach der Elek-
troporation Uberwacht. Es werden sowohl makroskopische pathologische Begutachtungen als auch histopa-
thologische Analysen durchgefihrt. Es werden insbesondere die Prostata, die Hoden, die Harnrdhre, die Lun-
ge, der Mastdarm, die Niere, die Blase und das Caudi equina begutachtet.

Gruppe 1B, D - E+

[0107] Unter Volinarkose wurde eine offene Laparotomie durchgefiihrt, um die Prostata freizulegen. Es wur-
den Elektroporationsnadeln vom unteren Teil zur Spitze der prostatischen Kapsel transperitoneal in die Pros-
tata eingefiihrt. Diese wurden unter Verwendung der Schablonenflihrungen mit quadratischer Anordnung (0,5
cm Grundlange) und von transrektalem Ultraschall (TRUS) eingefiihrt. Die Nadelplatzierung und der Abstand
wurden mit Fluoroskopie bestétigt. Es wurde Salzlésung (0,25 mil/cm?®) transperinoneal in die Prostata injiziert.
Die Injektion wurde den unteren, mittleren und oberen Abschnitten des Prostatalappens unter Verwendung der
TRUS-Fihrung verabreicht. Vor der Elektroporation wurde Succinylcholin, 1 mg/kg, i. v., verabreicht. Gemaf
den folgenden Behandlungsparametern wurde ein EP-Puls verabreicht:

Experiment #3: 3 EPT-Zyklen (658 V) mit einer 4-Nadelanordnung (1 x Behandlungsbereich). Tétung 28

Tage nach der Elektroporation.

[0108] Die Elektrodenposition wird vor, wahrend und nach der Elektroporation mittels der TRUS-Darstellung
Uberwacht. Das EKG wird vor, wahrend und nach der Elektroporation aufgezeichnet. Die Toxizitat wird durch
Begutachtung der Blasenentleerung (Harnabgang, Hamaturie) 0, 2, 2, 7, 14 und 28 Tage nach der Elektropo-
ration Uberwacht. Die Erektion (rektale Palpitation) wird 0, 2, 2, 7, 14 und 28 Tage nach der Elektroporation
Uberwacht. Das chemische Blutprofil (als Anzeige der Nieren- und Leberfunktion) wird 0, 2, 2, 7, 14 und 28
Tage nach der Elektroporation Uberwacht. Es werden sowohl makroskopische pathologische Begutachtungen
als auch histopathologische Analysen durchgefuhrt. Es werden insbesondere die Prostata, die Hoden, die
Harnréhre, die Lunge, der Mastdarm, die Niere, die Blase und das Caudi equina begutachtet.
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Gruppe lIA, D + E+

[0109] Unter Volinarkose wurde eine offene Laparotomie durchgefiihrt, um die Prostata freizulegen. Es wur-
den Elektroporationsnadeln vom unteren Teil zur Spitze der prostatischen Kapsel transperitoneal in die Pros-
tata eingeflhrt. Diese wurden unter Verwendung der Schablonenfiihrungen mit quadratischer Anordnung (0,5
cm Grundlange) und von transrektalem Ultraschall (TRUS) eingefiihrt. Die Nadelplatzierung und der Abstand
wurden mit Fluoroskopie bestatigt. Es wurde Bleomycin (4 U/ml) mit 0,25 ml/cm? an Prostatavolumen (1 U/cm?
an Prostatavolumen) unter Verwendung von TRUS-Fihrung transperitoneal in die Prostata injiziert. Vor der
Elektroporation wurde Succinylcholin, 1 mg/kg, i. v., verabreicht. GemaR den folgenden Behandlungsparame-
tern wurde ein EP-Puls verabreicht:

Experiment #4: EPT-Zyklus (658 V) mit einer 4-Nadelanordnung (1 x Behandlungsbereich). Tétung 48

Stunden nach der Elektroporation.

Experiment #5: 3 EPT-Zyklen (658 V) mit einer 4-Nadelanordnung (1 x Behandlungsbereich). Tétung 48

Stunden nach der Elektroporation.

[0110] Die Arzneimittelinjektion und die Elektrodenposition werden vor, wahrend und nach der Elektroporati-
on mittels der TRUS-Darstellung tGiberwacht. Das EKG wird vor, wahrend und nach der Elektroporation aufge-
zeichnet. Die Toxizitat wird durch Begutachtung der Blasenentleerung (Harnabgang, Hamaturie) 0, 24 und 48
Stunden nach der Elektroporation Gberwacht. Die Erektion (rektale Palpitation) wird 0, 24 und 48 Stunden nach
der Elektroporation Gberwacht. Das chemische Blutprofil (als Anzeige der Nieren- und Leberfunktion) wird 0,
24 und 48 Stunden nach der Elektroporation Uberwacht. Es werden sowohl makroskopische pathologische Be-
gutachtungen als auch histopathologische Analysen durchgefiihrt. Es werden insbesondere die Prostata, die
Hoden, die Harnréhre, die Lunge, der Mastdarm, die Niere, die Blase und das Caudi equina begutachtet.

[0111] Es werden auch die Pharmakokinetiken von Bleomycin ausgewertet. Die Blutniveaus werden be-
stimmt zum Zeitpunkt 0, am Ende der Injektion und 10, 20, 30, 60 und 120 Minuten nach der Elektroporation.
Das Blutniveau von Bleomycin wird ferner 12, 24, 36 und 48 Stunden nach der Elektroporation bestimmt.

Gruppe IIB, D + E+

[0112] Unter Volinarkose wurde eine offene Laparotomie durchgefiihrt, um die Prostata freizulegen. Es wur-
den Elektroporationsnadeln vom unteren Teil zur Spitze der prostatischen Kapsel transperitoneal in die Pros-
tata eingefiihrt. Diese wurden unter Verwendung der Schablonenflihrungen mit quadratischer Anordnung (0,5
cm Grundlange) und von transrektalem Ultraschall (TRUS) eingefiihrt. Die Nadelplatzierung und der Abstand
wurden mit Fluoroskopie bestatigt. Es wurde Bleomycin (4 U/ml) mit 0,25 ml/cm? an Prostatavolumen (1 U/cm?
an Prostatavolumen) unter Verwendung von TRUS-Fihrung transperitoneal in die Prostata injiziert. Vor der
Elektroporation wurde Succinylcholin, 1 mg/kg, i. v., verabreicht. Gemal den folgenden Behandlungsparame-
tern wurde ein EP-Puls verabreicht:

Experiment #6: 3 EPT-Zyklen (658 V) mit einer 4-Nadelanordnung (1 x Behandlungsbereich). Tétung 28

Tage nach der Elektroporation.

[0113] Die Arzneimittelinjektion und die Elektrodenposition werden vor, wahrend und nach der Elektroporati-
on mittels der TRUS-Darstellung tGiberwacht. Das EKG wird vor, wahrend und nach der Elektroporation aufge-
zeichnet. Die Toxizitat wird durch Begutachtung der Blasenentleerung (Harnabgang, Hamaturie) 0, 2, 2, 7, 14
und 28 Tage nach der Elektroporation Gberwacht. Die Erektion (rektale Palpitation) wird 0, 2, 2, 7, 14 und 28
Tage nach der Elektroporation tGiberwacht. Das chemische Blutprofil (als Anzeige der Nieren- und Leberfunkti-
on) wird 0, 2, 2, 7, 14 und 28 Tage nach der Elektroporation Uberwacht. Es werden sowohl makroskopische
pathologische Begutachtungen als auch histopathologische Analysen durchgefiihrt. Es werden insbesondere
die Prostata, die Hoden, die Harnrdhre, die Lunge, der Mastdarm, die Niere, die Blase und das Caudi equina
begutachtet.

[0114] Es werden auch die Pharmakokinetiken von Bleomycin ausgewertet. Die Blutniveaus werden be-
stimmt zum Zeitpunkt 0, am Ende der Injektion und 10, 20, 30, 60 und 120 Minuten nach der Elektroporation.
Das Blutniveau von Bleomycin wird ferner 12, 24, 36 und 48 Stunden und 7, 14 und 28 Tage nach der Elektro-
poration bestimmt.

Gruppe llIA, D + E-

[0115] Unter Volinarkose wurde eine offene Laparotomie durchgefihrt, um die Prostata freizulegen. Es wurde
Bleomycin (4 U/ml) transperitoneal in die unteren, mittleren und oberen Abschnitte des Prostatalappens mit
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0,25 ml/cm3 an Prostatavolumen (1 U/cm?® an Prostatavolumen) unter Verwendung von TRUS-Fiihrung inji-
ziert. Vor der Elektroporation wurde Succinylcholin, 1 mg/kg, i. v., verabreicht. Die Tiere wurden 48 Stunden
nach der Bleomycinbehandlung getoétet.

[0116] Die Arzneimittelinjektion und die Elektrodenposition werden vor, wahrend und nach der Elektroporati-
on mittels der TRUS-Darstellung tGiberwacht. Das EKG wird vor, wahrend und nach der Elektroporation aufge-
zeichnet. Die Toxizitat wird durch Begutachtung der Blasenentleerung (Harnabgang, Hamaturie) 0, 24 und 48
Stunden nach der Elektroporation tiberwacht. Die Erektion (rektale Palpitation) wird 0, 24 und 48 Stunden nach
der Elektroporation Gberwacht. Das chemische Blutprofil (als Anzeige der Nieren- und Leberfunktion) wird 0,
24 und 48 Stunden nach der Elektroporation Uberwacht. Es werden sowohl makroskopische pathologische Be-
gutachtungen als auch histopathologische Analysen durchgefiihrt. Es werden insbesondere die Prostata, die
Hoden, die Harnréhre, die Lunge, der Mastdarm, die Niere, die Blase und das Caudi equina begutachtet.

[0117] Es werden auch die Pharmakokinetiken von Bleomycin ausgewertet. Die Blutniveaus werden be-
stimmt zum Zeitpunkt 0, am Ende der Injektion und 10, 20, 30, 60 und 120 Minuten nach der Elektroporation.
Das Blutniveau von Bleomycin wird ferner 12, 24, 36 und 48 Stunden nach der Elektroporation bestimmt.

Gruppe llIB, D + E-

[0118] Unter Volinarkose wurde eine offene Laparotomie durchgefihrt, um die Prostata freizulegen. Es wurde
Bleomycin (4 U/ml) transperitoneal in die unteren, mittleren und oberen Abschnitte des Prostatalappens mit
0,25 ml/cm? an Prostatavolumen (1 U/cm? an Prostatavolumen) unter Verwendung von TRUS-Fihrung injiziert.
Vor der Elektroporation wurde Succinylcholin, 1 mg/kg, i. v., verabreicht. Die Tiere wurden 28 Stunden nach
der Bleomycinbehandlung getdtet.

[0119] Die Arzneimittelinjektion und die Elektrodenposition werden vor, wahrend und nach der Elektroporati-
on mittels der TRUS-Darstellung tGiberwacht. Das EKG wird vor, wahrend und nach der Elektroporation aufge-
zeichnet. Die Toxizitat wird durch Begutachtung der Blasenentleerung (Harnabgang, Hamaturie) 0, 2, 2, 7, 14
und 28 Tage nach der Elektroporation Gberwacht. Die Erektion (rektale Palpitation) wird 0, 2, 2, 7, 14 und 28
Tage nach der Elektroporation tGiberwacht. Das chemische Blutprofil (als Anzeige der Nieren- und Leberfunkti-
on) wird 0, 2, 2, 7, 14 und 28 Tage nach der Elektroporation Uberwacht. Es werden sowohl makroskopische
pathologische Begutachtungen als auch histopathologische Analysen durchgefiihrt. Es werden insbesondere
die Prostata, die Hoden, die Harnrdhre, die Lunge, der Mastdarm, die Niere, die Blase und das Caudi equina
begutachtet.

[0120] Es werden auch die Pharmakokinetiken von Bleomycin ausgewertet. Die Blutniveaus werden be-
stimmt zum Zeitpunkt 0, am Ende der Injektion und 10, 20, 30, 60 und 120 Minuten nach der Elektroporation.
Das Blutniveau von Bleomycin wird ferner 12, 24, 36 und 48 Stunden und 7, 14 und 28 Tage nach der Elektro-
poration bestimmt.

[0121] Obwohl die Erfindung unter Bezug auf die derzeit bevorzugten Ausfuhrungsformen beschrieben wur-
de, ist es selbstverstandlich, dass verschiedene Modifikationen durchgefliihrt werden kénnen, ohne vom Um-
fang der Erfindung, wie er von den folgenden Ansprichen definiert ist, abzuweichen.

Patentanspriiche

1. Eine Elektrodenschablonenvorrichtung bzw. Elektrodentemplatevorrichtung die Folgendes aufweist:
(a) ein primares Tragglied mit gegeniberliegenden Oberflachen;
(b) eine Vielzahl von in Reihen angeordneter Bohrungen (26, 28, 30, 32, 34, 36, 38), die sich durch das Trag-
glied und durch die gegentberliegenden Oberflachen erstrecken;
(c) eine Vielzahl von Leitern (40, 42, 44, 46; 48, 50, 52) auf dem Tragglied, die getrennt mit zumindest einem
der Vielzahl von Bohrungen verbunden sind, und
(d) Mittel (20) zum Verbinden der Leiter mit einer Energieversorgung; dadurch gekennzeichnet, dass das pri-
mare Tragglied eine vielschichtige gedruckte Leiterplatte (22) umfasst, wobei jede Schicht (24, 74, 104, 106,
108, 110, 112) mindestens einen der Leiter auf ihrer Oberflache aufweist.

2. Elektrodenschablonenvorrichtung gemal Anspruch 1, die ferner zumindest eine Verbindungsbuchse
(40-52, 90-102, 124, 126) aufweist, die innerhalb einer Bohrung auf einer der Schichten der vielschichtigen
gedruckten Leiterplatte (22) und in leitendem Kontakt mit einem Leiter auf der Schichtoberflache gelegen ist,
durch welche eine Nadelelektrode eingeflihrt werden kann, um die Nadelelektrode in leitenden Kontakt mit
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dem Leiter auf der Schicht zu bringen.

3. Elektrodenschablonenvorrichtung gemafl Anspruch 2, wobei die Verbindungsbuchse konfiguriert ist, die
Elektrode bei ihrem Einfiihren an ihrem Platz zu halten.

4. Elektrodenschablonenanordnung gemaf Anspriichen 1 bis 3, wobei die Bohrungen in einer netz- bzw.
gitterartigen Anordnung angeordnet sind.

5. Eine Elektrodenvorrichtung gemaf einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei sich das Gitter in einer
Konfiguration befindet, die aus einer rechteckigen Anordnung oder einer Vielzahl paralleler Reihen ausgewahlt
ist und wobei vorzugsweise eine Vielzahl der Bohrungen parallel verschaltet sind.

6. Elektrodenschablonenvorrichtung gemaf einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei jede Reihe von
Bohrungen mit einer unterschiedlichen Schicht der vielschichtigen gedruckten Leiterplatte verbunden ist.

7. Elektrodenschablonenvorrichtung gemaf einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei jede Schicht ei-
nen Leiter aufweist, der mit jeder Bohrung einer Reihe von Bohrungen verbunden ist.

8. Elektrodenschablonenanordnung gemaf einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei jede Schicht einen Leiter
(140, 142) aufweist, der mit jeder zweiten Bohrung einer Reihe von Bohrungen verbunden ist.

9. Elektrodenschablonenvorrichtung gemaR einem der Anspriiche 2 bis 8, wobei jede mit dem Leiter ver-
bundene Bohrung mit einer Verbindungsbuchse versehen ist.

10. Elektrodenvorrichtung geman einem der vorhergehenden Anspriiche, die ferner zumindest eine Elek-
trode (58, 60, 62, 64, 66, 68) aufweist, die in eine der Bohrungen einfiihrbar ist, wobei die Elektrode eine Kon-
figuration ausgewahlte aus einer Nadelkonfiguration (58, 62, 66) zum Einflihren in Gewebe und aus einer rohr-
férmigen Konfiguration (60, 64, 68) zum Injizieren von Molekulen ins Gewebe, besitzt.

11. Elektrodenvorrichtung gemaf Anspruch 10, wobei zumindest eine der Elektroden als ein Bohrstlick
(bit) zum Einfiihren in Knochen und Ahnliches konfiguriert ist.

12. Elektrodenschablonenvorrichtung gemal Anspruch 10 oder Anspruch 11, die ferner Folgendes auf-
weist:
Schaltmittel (234) zum selektiven Verbinden der Leiter mit einer Energieversorgung (232), so dass multiple
Elektroden entgegengesetzter Polaritat und/oder alle parallelen Reihen der Elektroden in einer vorgegebenen
Richtung gleichzeitig gepulst werden.

13. Elektrodenvorrichtung geman einem der vorhergehenden Anspriiche, die ferner Folgendes aufweist:
(a) ein bewegliches Tragglied (154), das an dem primaren Tragglied (150) befestigt ist, wobei das bewegliche
Tragglied zur Bewegung zu und weg von dem primaren Tragglied angebracht ist; und
(b) eine Vielzahl von Elektroden (152) die an dem beweglichen Tragglied angebracht und in der Vielzahl von
Bohrungen gleitbar angebracht sind.

14. Eine Vorrichtung gemaf Anspruch 13, wobei entweder das beweglichen Tragglied oder das primaren
Tragglied rohrférmig ist und das andere dieser Tragglieder teleskopartig bzw. ineinanderschiebbar angebracht
ist zur Bewegung in dem einen der Tragglieder.

15. Elektrodenvorrichtung gemaf einem der vorhergehenden Anspriche, wobei die Tragglieder an einem
Ende einer Sonde bzw. eines Katheters (162) angebracht sind.

Es folgen 18 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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EPT von PC-3-Zellen in vitro
mit Bleomycin
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EPT eines Humanprostatatumors (PC-3)
in Nacktmausen mit Bleomycin
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Antwort der PC-3-Zellen auf
gepulste elektrische Felder in vitro
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