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ist. Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Behandlung von biologischem Material, bei dem das biologische Material in
den Innenraum einer nach aussen zumindest verschliessbaren Kammer eingebracht wird, welche zumindest eine Elektrode aufweist,
die mit dem Innenraum der Kammer in Kontakt steht und zur Erzeugung eines elektrischen Feldes vorgesehen ist, welches nach
dem Einbringen des biologischen Materials in dem Innenraum erzeugt wird durch Anlegen einer Spannung an die Elektrode und
eine weitere mit dem Innenraum der Kammer in Kontakt stehende Elektrode. Die Kammer weist erfindungsgemass zumindest eine
Zuleitung auf, welche in rdumlicher Nihe zu der Elektrode mindestens eine Offnung aufweist. Bei dem erfindungsgemissen Ver-
fahren wird nach dem Erzeugen des elektrischen Feldes das biologische Material mittels einer Losung, die iiber eine Zuleitung der
Kammer an zumindest einer Elektrode entlang geleitet wird, anndhernd vollstédndig aus dem Innenraum der Kammer ausgespiilt.
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Vorrichtung und Verfahren zur Behandlung

von biologischem Material

Hintergrund der Erfindung

Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur Behandlung von biologischem Material,
zumindest bestehend aus einer nach auBen zumindest verschlieBbaren Kammer
mit einem Innenraum zur Aufnahme des biologischen Materials, wobei die
Kammer zumindest eine Elektrode aufweist, die mit dem Innenraum der Kammer
in Kontakt steht und zur Erzeugung eines elektrischen Feldes vorgesehen ist. Die
Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Behandlung von biologischem Material,
bei dem das biologische Material in den Innenraum einer nach auBen zumindest
verschlieBbaren Kammer eingebracht wird, welche zumindest eine Elekirode
aufweist, die mit dem Innenraum der Kammer in Kontakt steht und zur Erzeugung
eines elektrischen Feldes vorgesehen ist, welches nach dem Einbringen des
biologischen Materials in dem Innenraum erzeugt wird durch Anlegen einer
Spannung an die Elektrode und eine weitere mit dem Innenraum der Kammer in
Kontakt stehende Elektrode.

Stand der Technik

Das Einbringen biologisch aktiver Molekile, wie beispielsweise DNA, RNA oder
Proteine, in lebende Zellen stellt ein wichtiges Instrument zur Untersuchung
biologischer Funktionen dieser Molekille dar. Eine bevorzugte Methode zum
Einbringen von Fremdmolekulen in die Zellen ist dabei die Elektroporation, welche
im Gegensatz zu chemischen Methoden nicht auf den gleichzeitigen Transport
anderer biologisch aktiver Moleklle angewiesen ist. Bei der Elektroporation
werden die Fremdmolekile aus einer an die Zellen angepassten Pufferlésung oder
einem Zellkulturmedium durch einen kurzzeitigen Stromfluss in die Zellen

eingebracht, wobei durch die Wirkung der kurzen elekirischen Impulse die
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Zellmembran flr die Fremdmolekiile durchlassig gemacht wird. Die Zellsuspension
befindet sich dabei haufig in einer sogenannten Kiivette, d.h. einem schmalen,
nach oben offenen GefaB, das in der Nahe ihres Bodens zwei gegeniiberliegende,
parallele Elektroden in den Seitenwanden aufweist, welche zum Anlegen der
elekirischen Spannung dienen. Durch die kurzzeitig entstehenden ,Poren® in der
Zellmembran gelangen die biologisch aktiven Molekile zunadchst in das
Zytoplasma, in dem sie ggf. bereits ihre zu untersuchende Funktion austiben

kénnen, und daraufhin unter bestimmten Bedingungen auch in den Zellkern.

Durch das kurzzeitige Anlegen eines starken elekirischen Feldes, d.h. eines
kurzen Pulses mit hoher Stromdichte, kénnen dariiber hinaus auch Zellen,
Zellderivate, subzelluldre Partikel und/oder Vesikel fusioniert werden. Bei dieser
sogenannten Elekirofusion werden die Zellen beispielsweise zunachst durch ein
inhomogenes elektrisches Wechselfeld in engen Membrankontakt gebracht. Durch
das anschlieBende Anlegen eines elekirischen Feldpulses kommt es dann zur
Interaktion von Membranteilen, die schlieBlich zur Fusion fihrt. Fir die
Elektrofusion kénnen dabei vergleichbare apparative Vorrichtungen verwendet

werden, wie fir die Elektroporation.

Vorrichtungen der eingangs genannten Art sind bekannt und werden vor allem bei
der Elektroporation oder Elektrofusion in Form von Kivetten mit eingelegten
Elekiroden aus Metall eingesetzt. Die fiir diesen Zweck verwendeten Behalter sind
meist schmale, nach oben offene GefaBe, deren Innenraum aus jeweils zwei
Paaren parallel und gegenuberliegend angeordneter Seitenwénde gebildet wird.
Der Innenraum dient dabei der Aufnahme der Zellsuspension, d.h. in der Regel
einer wassrigen Pufferldsung oder eines Zellkulturmediums, in dem die zu
behandelnden Zellen suspendiert sind. Zum Anlegen einer elektrischen Spannung
weisen solche Kiivetten zumeist im unteren Bereich eines Paares
gegenlberliegender Seitenwénde ein Elekirodenpaar auf. Bei einer elektrischen

Entladung flieBt zwischen den beiden Elekiroden ein elekirischer Strom durch die
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Zellsuspension, der einen Transport der Nukleinsauren oder anderer Molekiile in
die Zellen bewirkt oder je nach den gewahlten Bedingungen zur Zellfusion fuhrt.
Die Elektroden bestehen dabei zumeist aus Metall, wobei h&ufig Aluminium
verwendet wird.

Aus der DE 33 21 239 C2 ist beispielsweise eine Kammer zur Behandlung von
Zellen im elekirischen Feld bekannt, die einen Innenraum zur Aufnahme einer
lebende Zellen enthaltenden Suspension aufweist, in den wenigstens zwei
Elekiroden hineinragen. Die Elektroden dienen wie {blich dem Anlegen einer '
Spannung zur Erzeugung eines elekirischen Feldes zwischen den Elektroden,
wobei die Zellen diesem elekirischen Feld ausgesetzt sind. Die Kammer ist zwar
fur die Fusion von Zellen vorgesehen, kann aber ebenso fir das Einschleusen von
Nukleinsduren in die Zellen, d. h. die sogenannte Elektroporation, verwendet
werden. Der Innenraum der Kammer ist allseitig hermetisch verschlossen, wobei
ein Bereich der den Innenraum umgebenden Wandung mittels einer Nadel oder
Kaniile perforierbar ist. So kann die Wandung teilweise aus einer perforierbaren
Folie aus Acetylcellulose bestehen. Durch diese perforierbare Folie kann die
Zellsuspension in die Kammer eingefullt und aus dieser wieder entnommen
werden. Dies hat den Vorteil, dass die Behandlung der Zellen unter sterilen
Bedingungen erfolgen kann. Die Kammer kann allerdings nach der Behandlung
der Zellen nur sehr umsténdlich und mit unbefriedigendem Ergebnis ausgesplilt
werden, so dass stets ein nicht unerheblicher Teil der behandelten Zellen im
Innenraum der Kammer verbleibt.

Aus der DE 33 17 415 C2 ist ferner eine Kammer zur Behandlung von Zellen im
elektrischen Feld bekannt, bei welcher der Innenraum von einem Innenkérper und
einer den Innenkdrper um dessen Langsachse mit gleichbleibendem Abstand
umschlieBenden AuBenhiille begrenzt ist. Die in den Innenraum hineinragenden
Elektroden umgeben den Innenkdrper dabei in Form einer mehrgéangigen

Schraube mit gleichbleibender Steigung. Zum Einbringen der Zellsuspension in die
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Kammer weist diese eine verschlieBbare Zuleitung und zur Entnahme der
Zellsuspension eine verschlieBbare Ableitung auf. Diese Kammer kann folglich
auch als Durchflusskammer verwendet werden, indem eine vorbestimmte Menge
der Zellsuspension in die Kammer gedriickt oder gesaugt wird, anschlieBend die
elektrische Behandlung vorgenommen wird und schlieBlich die in der Kammer
befindliche Zellsuspension aus der Kammer gedriickt oder gesaugt und durch eine
neue Menge an Zellsuspension ersetzt wird. Nach der elektrischen Behandlung
der Zellen kann der Innenraum mit einer Reinigungslésung durchgesplt werden,
wobei die Reinigungslésung Uber ein Porensystem in den Innenraum gedriickt
werden kann. Ein effektives Durchspiilen der Kammer nach der elekirischen
Behandlung der Zellen ohne Verwendung einer Reinigungsldésung, d. h. unter
Erhaltung der Lebensfahigkeit der Zellen, ist aber auch hier nicht méglich, da die
Losung nicht mit hoher FlieBgeschwindigkeit an der gesamten Oberflache der
Elektroden vorbeiflieBen kann.

Aus der DE 35 22 610 C2 ist eine weitere Kammer fiir die Behandlung von Zellen
im elektrischen Feld bekannt, bei der die den Innenraum zur Aufnahme der
Zellsuspension bildenden Wande aus einer innenliegenden und einer
auBenliegenden Elekirode bestehen. Die Kammer weist eine durch einen Stopfen
verschlossene Offnung zum Einfiillen der Zellsuspension und eine Ausfulléffnung
zum Entnehmen der behandelten Zellen auf. Mittels einer Pipette kann dabei eine
dosierte Menge der Zellsuspension in den Innenraum eingefiilit und anschlieBend
elektrisch behandelt werden. Durch Einfiilllen einer weiteren genau dosierten
Lésungsmenge wird die behandelte Zellsuspénsion dann nach unten durch die
Ausflliéfinung aus dem Innenraum gedrlckt. Aufgrund der Geometrie der
Kammer und der Anordnung der Elektroden in Form einer innenliegenden und
einer auBenliegenden Elekirode ist aber auch hier ein Aussplilen der behandelten
Zellen mit hoher FlieBgeschwindigkeit nicht méglich. ’
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Die US 4,849,089 beschreibt eine Kammer zur elektrischen Behandlung von
Vesikeln, die durch eine kreisférmige Einfassung gebildet ist. Der Innenraum der
Kammer zur Aufnahme der Zellsuspension wird durch einen von der Einfassung
beabstandeten inneren Ring gebildet. Das zwischen der Einfassung und dem
inneren Ring liegende isolierende Material ist von zwei Kanélen durchbrochen, die
den Innenraum von auBen zugénglich machen. Uber diese Kanile kann die
Zellsuspension in den Innenraum eingefiillt und wieder entnommen werden. Die
Elekiroden bestehen jeweils aus kreisférmigen Platten, die von oben und von
unten in die Einfassung eingelegt werden und den Boden bzw. den Deckel des
Innenraums bilden. Aufgrund der kreisférmigen Geometrie des Innenraums und
der oben bzw. unten liegenden Elekiroden ist ein effektives Durchspiilen und
somit vollstandiges Ausspllen der behandelten Zellen bei dieser Vorrichtung
ebenfalls nicht moglich.

Die bisher bekannten Vorrichtungen und Verfahren zur Elekiroporation und
Elektrofusion haben den Nachteil, dass die behandelten Zellen oder Vesikel der
Kammer nur unvolistandig, d. h. mit relativ hohem Verlust an biologischem
Material, wieder entnehmbar sind. Insbesondere, wenn die verwendeten
Spannungspulse eine sehr hohe Feldstarke aufweisen, d. h. das elekirische Feld
eine hohe Stromdichte aufweist, lagert sich haufig Zellmaterial an den Elektroden,
vor allem an der Kathode, ab. Dariber hinaus kommt es haufig zu einer starken
Gasentwicklung, die zur Schaumbildung fihrt, was ebenfalls ein vollstandiges
Entnehmen der behandelten Zellen erschwert.

Zusammenfassung der Erfindung

Es ist daher Aufgabe der Erfindung, eine Vorrichtung und ein Verfahren der
eingangs genannten Art zu schaffen, welche die vorgenannten Nachteile
vermeiden und eine moglichst vollstandige Riickgewinnung der behandelten

Zellen aus einer nach auBen verschlossenen Kammer ermaoglichen.
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ErfindungsgemaB wird die Aufgabe hinsichtlich der Vorrichtung dadurch geldst,
dass die Kammer zumindest eine Zuleitung aufweist, welche in raumlicher Nahe
zu der Elektrode mindestens eine Offnung aufweist. Durch diese besondere
Anordnung kann der Innenraum der Kammer, auch in geschlossenem Zustand
und unter sterilen Bedingungen, sehr effektiv gespult werden, wobei insbesondere
der kritische Bereich der Elektrode zunéchst von der Lésung umspllt wird.
Hierdurch kann an den inneren Oberflichen der Kammer anheftendes
biologisches Material sehr effektiv abgelést werden, was zu einer nahezu
vollstandigen Ruckgewinnung des eingesetzien Materials fuhrt. Dies ist vor allem
bei Anwendungen von Vorteil, bei denen kostbares, nur in begrenzten Mengen

verfugbares Material verwendet wird.

Dabei ist es besonders vorteilhaft, wenn die Zuleitung kanalférmig ausgebildet ist,
d. h. einen im Verhéltnis zu ihrer Langserstreckung geringen Querschnitt aufweist.
Durch eine solche Ausgestaltung kann eine hohe Fliessgeschwindigkeit in der
Zuleitung und damit auch an deren Offnung erreicht werden.

In besonders vorteilhafter Ausgestaltung der Erfindung kann sich der innere
Durchmesser der Zuleitung in Richtung der Elektrode verringern, was ebenfalls zu
einer hohen Fliessgeschwindigkeit an der Offnung der Zuleitung und damit zu
einem effektiven Spulvorgang fihrt. Die Verringerung des Durchmessers kann
dabei allmahlich und gleichmaBig Uber die gesamte Lénge der Zuleitung erfolgen
oder aber auf den Bereich in der Nahe der Offnung beschrankt sein. Im letzteren

Fall kann die Offnung beispielsweise auch disenartig ausgebildet sein.

In weiterer Ausgestaltung der Erfindung ist vorgesehen, dass mindestens ein
durch eine Wandung gebildetes Behaltnis zur Aufnahme einer Lésung iber die
Zuleitung mit dem Innenraum zumindest verbindbar ist. Dies ist besonders dann

von Vorteil, wenn die Behandlung der Zellen nicht in einem Zellkulturmedium,
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sondern in einer fir die elekirische Behandlung optimierten Pufferlésung'
durchgefihrt wird. In diesem Fall ist es notwendig, die Pufferldsung kurz nach
Abschluss der Behandlung mit einer Lésung zu verdiinnen, die fir die Zellen
geeignet ist. Durch die direkte Verbindbarkeit des Behalinisses mit dem
Innenraum ist sichergestellt, dass die Verdlinnung der bei der Behandlung
verwendeten Pufferldsung schnell und unkompliziert erfolgen kann.

Das Behaltnis mit der Lésung zum Spiilen der Kammer kann mit dem Innenraum
verbunden werden, wobei der Innenraum der Kammer und das Behaltnis durch
eine Trenneinheit, durch welche die Lésung selektiv in den Innenraum der
Kammer einbringbar ist, voneinander getrennt sein kénnen. Dies ist vor allem
dann von Vorteil, wenn das Behélinis mit dem Innenraum fest verbunden ist, da
die Ldsung erst dann in diesen gelangen soll, wenn die Behandlung der Zellen
abgeschlossen ist. Die Trenneinheit kann dabei in vorteilhafter Ausgestaltung der
Erfindung ein Ventil oder eine fragile, unter Druck zerstérbare Membran sein.
Durch diese Ausgestaltung kann die Kammer durch einfache Manipulation von
auBen gespilt werden, was vor allem bei Anwendungen unter sterilen

Bedingungen von Bedeutung ist.

Fur klinische Anwendungen, die unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt werden,
ist vorgesehen, dass die Kammer nach auBen zumindest keimdicht verschlossen
ist. Wenn die Kammer als geschlossene Einheit transportiert werden und
beispielsweise eine vorgelegte Pufferldsung, beispielsweise mit geldsten
biologisch aktiven Molekiilen, enthalten soll, so kann die Kammer zusatzlich noch

flussigkeits- und/oder gasdicht verschlossen sein.

Die das Behalinis bildende Wandung kann in einer besonders vorteilhaften
Ausfihrungsform der Erfindung zumindest teilweise aus einem elastischen
und/oder deformierbaren Material bestehen. Hierdurch kann auf die Lésung im
Behaltnis von auBen ein Druck ausgelbt werden, so dass die Lésung mit hoher
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Fliessgeschwindigkeit in die Zuleitung strémen kann. Wird die Losung dagegen in
alternativer Ausfilhrung mittels Unterdruck aus dem Behaltnis gesaugt, so kann

die Wandung entsprechend der ausstrdomenden Ldsung nachgeben.

Das Behaltnis kann erfindungsgemaB an die Kammer zumindest anschlieBbar
sein. Beispielsweise kann das Behaltnis einstlickig mit der Kammer verbunden
sein, so dass beide als Einheit transportiert und verwendet werden konnen. Es
kann aber auch Uber eine Anschlussvorrichtung, vorzugsweise einen Luer-
Anschluss, an die Kammer anschlieBbar sein, so dass beide getrennt voneinander
transportiert und aufbewahrt werden kénnen. Im letzteren Fall kénnen
beispielsweise auch unterschiedliche Behéltnisse, die beim Anwender bereits
vorhanden sind, mit der erfindungsgeméaBen Kammer verwendet werden. In einer
vorteilhaften Ausfiihrungsform bilden die Kammer und das Behaéltnis eine nach

auBen zumindest keimdicht verschlossene Einheit.

In besonders vorteilhafter Ausgestaltung der Erfindung ist vorgesehen, dass die
Kammer zumindest einen, vorzugsweise mit einer Kanlle, perforierbaren und
selbstverschlieBenden Wandbereich aufweist und/oder mit zumindest einem
Zugang mit einer Anschlussvorrichtung, vorzugsweise einem Luer-Anschluss,
versehen ist. Uber den derart ausgebildeten Wandbereich oder eine besondere
Anschlussvorrichtung ist es beispielsweise moglich, eine Zellsuspension oder
anderes biologisches Material unter sterilen Bedingungen in den Innenraum der
Kammer einzubringen.

Wenn die Kammer einen geringen Querschnitt aufweist und/oder schlangenférmig
und/oder spiralférmig ausgebildet ist, flhrt dies zu einer hohen
Fliessgeschwindigkeit der Lésung im Innenraum, so dass die Riickgewinnung des

biologischen Materials weiter verbessert werden kann.
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In einer alternativen Ausfihrungsform der Erfindung kann die Kammer durch
mindestens eine Trenneinrichtung in mehrere Teilbereiche unterteilt sein. Dabei

kann die Trenneinrichtung aus einem Ventil und/oder einer Filtereinheit bestehen.

Zur Aufnahme des behandelten biologischen Materials ist vorgesehen, dass ein
Behalter an eine Ausgangséffnung der Kammer zumindest anschlieBbar ist, d.h.
beispielsweise entweder einstlickig mit dieser verbunden oder (ber eine
Anschlussvorrichtung, vorzugsweise einen Luer-Anschluss, an die Kammer
anschlieBbar ist. Dabei kann zwischen der Kammer und dem Behdlter eine
Trennvorrichtung angeordnet sein. Die Trennvorrichiung besteht vorzugsweise aus
einem Ventil und/oder einer Filtereinheit. Das Filtermaterial ist dabei
zweckmaBigerweise so zu wahlen, dass das behandelte biologische Material
durchgelassen, gréBere Partikel und Komplexe aber zuriickgehalten werden. Aus
diese Weise wird vermieden, dass stérende, bei der elektrischen Behandlung
entstandene Bestandteile in das Endprodukt gelangen, was vor allem bei

klinischen Anwendungen von Bedeutung ist.

Der Behélter weist in einer vorteilhaften Ausfiihrungsform der Erfindung zumindest
einen, vorzugsweise mit einer Kanlile, perforierbaren und selbstverschlieBenden
Wandbereich auf. Er kann aber alternativ auch mit zumindest einem Ausgang mit
einer Anschlussvorrichtung, vorzugsweise einem Luer-Anschluss, versehen sein.
In beiden Fallen ist die einfache und sterile Entnahme des behandelten
biologischen Materials aus dem Behélter méglich. Der Behéalter kann
beispielsweise auch eine Spritze oder ein Infusionsbeutel sein, so dass das
behandelte biologische Material beispielsweise bei klinischen Anwendungen der
zu behandelnden Person direkt appliziert werden kann.

Behalter und Kammer konnen ferner eine nach auBen keimdicht verschlossene
Einheit bilden und somit gemeinsam transportiert und gelagert werden.
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Der perforierbare, selbstverschlieBende Wandbereich der Kammer und/oder des
Behalters besteht vorteilhafterweise aus einem Kunststoffmaterial, beispielsweise
einem Silicon, einem Elastomer, Gummi oder einer Kunststofffolie. Die
Kunststofffolie kann beispielsweise aus Acetylcellulose bestehen.

In einer bevorzugten Ausflihrungsform der Erfindung ist vorgesehen, dass die
Kammer zwei gegeniiberliegende Elektroden aufweist, die jeweils mit dem
Innenraum in Kontakt stehen. Alternativ kann zusétzlich zu der in dem Innenraum
angeordneten Elektrode auch eine weitere Elektrode in den Innenraum der

Kammer eingefithrt werden.

Die Elektrode oder die Elektroden bestehen besonders bevorzugt aus einem
leitfahigen Kunststoffmaterial, vorzugsweise einem mit einem leitfahigen Material
dotierten Kunststoff, so dass keine fir lebende Zellen toxischen Metall-lonen aus
den Elekiroden austreten konnen. Dies wirkt sich bei der Behandlung von
lebenden Zellen, insbesondere eukaryontischen Zellen, vorteilhaft auf die
Uberlebensrate der Zellen aus.

ErfindungsgemaB wird die Aufgabe hinsichtlich des Verfahrens dadurch gelost,
dass nach dem Erzeugen des elektrischen Feldes das biologische Material mittels
einer Losung, die Gber eine Zuleitung der Kammer an zumindest einer Elektrode
entlang geleitet wird, annahernd vollstdndig aus dem Innenraum der Kammer
ausgespillt wird. Hierdurch kann an den inneren Oberflachen der Kammer
anheftendes biologisches Material, insbesondere im Bereich der Elektrode, sehr
effektiv abgeldst werden, was zu einer nahezu vollstandigen Rlckgewinnung des
eingesetzien Materials fuhrt.

Dabei ist von Vorteil, wenn die Lésung mit hoher Fliessgeschwindigkeit an der
Elekirode entlang geleitet wird.
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Da sich biologisches Material, insbesondere lebende Zellen, bevorzugt an der
Kathode ablagern bzw. anheften, ist in vorteilhafter Ausgestaltung des
erfindungsgeméBen Verfahrens vorgesehen, dass die Losung zunéchst an der
Kathode entlang geleitet wird.

In einer Ausgestaltung des Verfahrens ist ferner vorgesehen, dass das biologische
Material mittels einer Spritze oder Ahnlichem durch einen perforierbaren,
selbstverschlieBenden Wandbereich in den Innenraum der Kammer eingebracht

wird.

In vorteilhafter Ausgestaltung des Verfahrens ist vorgesehen, dass eine
Trenneinheit, die den Innenraum der Kammer von einem die Lésung enthaltenden
Behaltnis trennt, durch mechanische Manipulation von auBen geéffnet wird, wobei
das Behéltnis durch die Zuleitung mit der Kammer verbindbar oder verbunden ist.
Auf diese Weise kénnen die Lésung und die Kammer gemeinsam transportiert
und aufbewahrt werden, ohne das die Losung ungewollt in den Innenraum
gelangt. Das Spilen des Innenraums erfolgt also selektiv und kann in vorteilhafter
Weise unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt werden. Dariiber hinaus kann die
Losung sehr kurzfristig nach der elekirischen Behandiung in den Innenraum
eingebracht werden, so dass ggf. eine auf die elekirische Behandlung optimierte
Pufferlésung, die fiir das biologische Material weniger geeignet ist, schnell durch
die Lésung verdinnt werden kann. Die Trenneinheit kann dabei ein Ventil,
welches durch die mechanische Manipulation von auBen zumindest in eine
Richtung gedffnet wird, oder eine fragile Membran sein, die durch von auBen
ausgelibten Druck zerstért wird. Die fragile Membran besteht vorzugsweise aus
einem Kunststoffmaterial, beispielsweise aus Polyvinylen, Polysterolen,
Polyethylenen oder Cellulosefolien. Das Kunststoffmaterial kann dabei mit
Fluorohalocarbon  beschichtet sein, das sich durch eine geringe
Wasserdampfdurchléssigkeit bei guter mechanischer Zerstérbarkeit auszeichnet.
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In vorteilhafter Ausgestaltung des Verfahrens ist ferner vorgesehen, dass das
biologische Material und die Losung in einen Behalter aufgenommen werden, der
an eine Ausgangsoffnung der Kammer zumindest anschlieBbar ist. In diesem
Behélter kann das behandelte Material dann der weiteren Verwendung auf

einfache Weise direkt zugefihrt werden.

In weiterer Ausgestaltung des Verfahrens ist vorgesehen, dass ein die Lésung
enthaltendes Behalinis zumindest teilweise durch eine elastische und/oder
deformierbare Wandung gebildet ist und auf diese Wandung von auBen ein Druck
ausgelibt werden kann. Auf diese Weise wird die Lésung unter Druck in die
Kammer gespllt, was zu einer weiteren Steigerung der Effizienz des Verfahrens
beitragt. Der ausgelbte Druck kann ferner vorteilhafterweise dazu flihren, dass die
Trenneinheit, die den Innenraum der Kammer von dem die Losung enthaltenden
Behalinis trennen kann, gedffnet wird, so dass die Trennung auf einfache Weise

und unter sterilen Bedingungen durchbrochen werden kann.

Das biologische Material kann ferner mit der Losung aus dem Behéltnis durch eine
zwischen der Kammer und dem Behélter angeordnete Trennvorrichtung,
insbesondere ein Ventil und/oder eine Filtereinheit, in den Behalter gespult
werden, so dass der Spllvorgang selektiv und/oder unter Entfernung stérender
Bestandteile durchgefihrt werden kann.

Insbesondere bei klinischen Anwendungen kann es vorteilhaft sein, wenn das
behandelte biologische Material mittels einer Spritze oder Ahnlichem durch einen
perforierbaren, selbstverschlieBenden Wandbereich des Behalters aus diesem
entnommen wird. Hierdurch wird die erforderliche Sterilitit gewahrleistet und
ferner eine einfache und unmittelbare Verwendbarkeit des behandelten Materials
sichergestellt.
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In alternativer Ausgestaltung des Verfahrens ist vorgesehen, dass das biologische
Material lebende Zellen, vorzugsweise eukaryontische Zellen, Zellderivate,
subzellulére Partikel und/oder Vesikel sind, in welche durch das Erzeugen des
elektrischen Feldes biologisch aktive Molekille, vorzugsweise Nukleinsauren,
eingebracht werden, oder die durch das Erzeugen des elektrischen Feldes
fusioniert werden.

Die biologisch aktiven Molekile kdnnen bereits in einer Pufferlésung geldst sein
und vor dem Einbringen des biologischen Materials, vorzugsweise bereits bei der
Herstellung einer verwendbaren Kammer, in den Innenraum der Kammer
eingebracht werden, was das Verfahren fiir den Anwender deutlich vereinfacht, da
dieser lediglich noch das biologische Material zugeben muss.

In Ausgestaltung der Erfindung ist vorgesehen, dass das Einbringen der biologisch
aktiven Molekdle in lebende Zellen, insbesondere direkt in den Zellkern, mit einer
Stromdichte von bis zu 120 A/cm?, vorzugsweise 80 A/cm?, und/oder durch einen
Spannungsimpuls mit einer Feldstarke von 2 bis 10 kV*cm™ und einer Dauer von
10 bis 200 us erreicht wird.

In weiterer Ausgestaltung der Erfindung ist vorgesehen, dass das Einbringen der
biologisch aktiven Molekille in die Zellen durch einen auf den Spannungsimpuls
ohne Unterbrechung folgenden Stromfluss mit einer Stromdichte von 2 bis 14
Alcm?, vorzugsweise 5 A/cm?, und einer Dauer von 1 bis 100 ms, vorzugsweise 50
ms, erreicht wird.

Kurze Beschreibung der Abbildungen

Die Erfindung wird im weiteren anhand der Figuren beispielhaft naher erlautert.

Es zeigt
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Figur 1

Figur 2

Figur 3

Figur 4

Figur 5

Figur 6

Figur7

Figur 8
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Seitenansichten  einer  besonderen  Ausfihrungsform  der
erfindungsgeméBen Vorrichtung in teilweise perspektivischer und
teilweise geschnittener Darstellung, jeweils far unterschiedliche
Schritte des erfindungsgeméBen Verfahrens,

eine weitere Ausflihrungsform der erfindungsgeméaBen Vorrichtung in
zwei geschnittenen Darstellungen, die jeweils zueinander um 90

Grad gedreht sind,

eine Vorderansicht einer weiteren Ausfihrungsform der Erfindung in

geschnittener Darstellung,

eine Seitenansicht der Ausfuhrungsform gemaB Figur 3 in

geschnittener Darstellung,

eine geschnittene Vorderansicht einer weiteren Alternative der

erfindungsgemaBen Vorrichtung,

eine geschnittene Ansicht eines Teils einer erfindungsgemaBen

Vorrichtung mit schlangenférmiger Kammer,

eine schematische Darstellung einer Ausfihrungsform der Erfindung

mit u-férmiger Kammer und

eine schematische Darstellung einer weiteren Ausfiihrungsform der
Erfindung.
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Beschreibung der Erfindung

Figur 1 =zeigt Seitenansichten einer besonderen AusfUhrungsform der
erfindungsgemaBen Vorrichtung in teilweise perspektivischer und teilweise
geschnittener Darstellung. Bei dieser besonders vorteilhaften Ausfiihrungsform
stellt die erfindungsgeméBe Vorrichtung eine allseitig keim- und filissigkeitsdicht
verschlossene Einheit dar, die eine Behandlung der Zellen unter optimalen sterilen

Bedingungen ermdglicht.

Figur 1a zeigt den unteren Bereich einer erfindungsgemaBen Vorrichtung in
geschnittener Darstellung. Dieser Bereich der Vorrichtung besteht aus einer
Kammer 1, die einen Innenraum 2 aufweist, der zur Aufnahme von biologischem
Material, beispielsweise einer Suspension lebender Zellen, vorgesehen ist. In dem
Innenraum 2 sind zwei planparallel eingelegte Elektroden 3, 4 angeordnet, die den
Innenraum 2 im unteren Bereich der Kammer 1 an zwei Seitenflachen begrenzen.
Im oberen Bereich weist die Kammer eine hier nur teilweise dargestellte
Filtereinheit 5 auf, welche den Innenraum 2 gegeniiber einem anderen Bereich der
Vorrichtung abgrenzt. In dem Innenraum 2 kann beispielsweise eine Pufferldsung
6 enthalten sein, in der biologisch aktive Moleklile, beispielsweise Nukleinsauren,
gelést sein kénnen. Fir Anwendungen in der Gentherapie kdnnen so
beispielsweise in der Pufferldsung 6 geléste DNA-Molekiile bereits in der Kammer
enthalten sein. Der Anwender braucht dann lediglich die einem Patienten
entnommenen Zellen in den Iinnenraum 2 der Kammer 1 einzuflllen und dann die

DNA durch das Erzeugen eines elektrischen Feldes in die Zellen einzubringen.

Figur 1b zeigt eine perspektivische Seitenansicht der erfindungsgemaBen
Vorrichtung gemas Figur 1a, wobei die Vorrichtung hier gegeniber der Figur 1a
um 90 Grad gedreht dargestellt ist. Die Elekirode 3 verdeckt in dieser Darstellung
den Einblick in den unteren Bereich des Innenraums 2. In dieser Darstellung wird

deutlich, dass die Kammer 1 eine Zuleitung 7 aufweist, deren Offnung 8 in
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unmittelbarer raumlicher Nahe zu den Elektroden 3, 4 angeordnet ist. Die Kammer
1 ist einstiickig mit einem Behaltnis 9 verbunden, welches eine Lésung 10 zum
Ausspllen des Innenraums 2 der Kammer 1 enthali. Die Kammer 1 und das
Behaltnis 9 sind durch eine Trenneinheit 11 von einander getrennt. Bei dieser
Trenneinheit 11 kann es sich beispielsweise um einen ventilartigen Verschluss
oder eine fragile Membran handeln. Die Kammer 1 ist dariber hinaus einstlckig
mit einem Behélter 12 verbunden, der durch die Filtereinheit 5 vom Innenraum 2
der Kammer 1 getrennt ist. Der Behalter 12 und das Behalinis 9 bilden jeweils mit
der Kammer 1 eine nach auBen keim- und flUssigkeitsdicht verschlossene Einheit.
Die Kammer 1 weist ferner einen perforierbaren Wandbereich 13 auf, durch den
die Kanule 14 einer Spritze 15 in den Innenraum 2 eingefuhrt werden kann. Die
Spritze 15 kann beispielsweise eine Suspension 16 mit lebenden Zellen enthalten,
die Gber die Kanile 14 in den Innenraum 2 eingespritzt werden kénnen. Durch
Ausuben eines Druckes entlang der Richtung des Pfeils 22 wird die
Zellsuspension in den Innenraum 2 gedrlckt und steht somit fir die nachfolgende
elektrische Behandlung zur Verfligung. Bei den Zellen kann es sich beispielsweise
um primare Zellen aus dem Korper eines Patienten handeln, die zum Zwecke
einer genetischen Therapie mit geeigneter DNA transfiziert werden sollen. Durch
das Anlegen einer elekirischen Spannung an die Elekiroden 3, 4 wird dann im
Innenraum 2 ein geeignetes elektrisches Feld erzeugt, durch welches die DNA
effektiv in die Zellen, insbesondere direkt in den Zellkern, eingebracht werden

kann.

Figur 1c zeigt die erfindungsgemaBe Vorrichtung gemaB Figur 1b nach der
elekirischen Behandlung des biologischen Materials beim Durchspiilen des
Innenraums 2 der Kammer 1. Es wird hier deutlich, dass die Wandung 17 des
Behéltnisses 9 aus einem elastischen und deformierbaren Material, beispielsweise
einem elastischen Kunststoff, besteht. Durch Austiben von Druck auf die
Wandung 17 entlang der Richtung des Pfeils 18 wird die Wandung 17 deformiert

und somit ein Druck auf die Lé6sung 10 im Inneren des Behéltnisses 9 ausgelibt.



WO 2004/027015 PCT/DE2003/003042
17

Durch diesen Druck kann die Trenneinheit 11 zwischen dem Behaltnis 9 und der
Kammer 1 gedffnet werden. Alternativ kann die Trenneinheit 11 aber auch durch
eine andersartige Manipulation von auf3en ged&ffnet werden. Hierdurch gelangt die
Lésung 10 durch die Zuleitung 7 in den Innenraum 2 der Kammer 1. Da die
Offnung 8 der Zuleitung 7 in der Néhe der hier nicht dargestellten Elektroden 3, 4
angeordnet ist, werden insbesondere die Elektroden 3, 4 intensiv von der Ldsung
10 mit hoher Fliessgeschwindigkeit umspdlt. Dabei kann durch den ausgeubten
Druck auf die Wandung 17 die Fliessgeschwindigkeit gezielt erhéht werden. Um
Totvolumina im Innenraum 2 zu vermeiden, ist die innere Oberflache der
Kammerwand 19 abgerundet ausgeformt, so dass ein optimales Durchspiilen des.
Innenraums 2 ermoglicht wird. Auf diese Weise kénnen die behandelten Zellen
nahezu vollstédndig in der Lésung 10 suspendiert werden. Durch die Anordnung
der Offnung 8 in der Nahe beider Elekiroden 3, 4 werden diese gleichmaBig
gespult, wobei bei geringem Abstand zwischen den beiden Elekiroden
Verwirbelungen entstehen, die sich vorteilhaft auf den Spulvorgang auswirken. In
alternativer Ausgestaltung kann die Offnung aber auch néher an einer Elektrode
liegen, bei der es sich dann vorzugsweise um die Kathode handelt. Aufgrund der
besonders vorteilhaften Ausgestaltung der erfindungsgemaBen Vorrichtung
werden also auch an den Wanden und Elektroden anheftende Zellen abgeldst,
wobei ein Suspendieren der Zellen auch bei durch hohe Feldstarken verursachter

Schaumbildung gewahrleistet ist.

Figur 1d zeigt die erfindungsgeméBe Vorrichtung gemaB Figur 1b nach dem
Durchspulen des Innenraums 2 der Kammer 1 mit der Lésung 10. Durch Drehen
der Vorrichtung um 180 Grad kann nunmehr die Lésung 10 mit den suspendierten
behandelten Zellen vom Innenraum 2 lber die Trenneinheit 5 in den Behalter 12
gelangen. Dieser Zustand ist in Figur 1e dargestellt. Alternativ kann das Drehen
der erfindungsgemaBen Vorrichtung um 180 Grad auch bereits vor dem
Spllvorgang erfolgen, wobei dann ein etwas hoherer Druck auf die Losung 10

ausgelbt werden muss, damit diese enigegen der Schwerkraft zunéchst in den
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Innenraum 2 der Kammer 1 gedriickt werden kann. Wenn die Trenneinheit 5 wie
im dargestellten Beispiel aus einer Filtereinheit besteht, kénnen gréBere Partikel
im Innenraum 2 zurlickgehalten werden, so dass ggf. stérende Einflisse auf die
behandelte Zellsuspension vermieden werden. Der Behéalter 12 weist wie die
Kammer 1 ebenfalls einen perforierbaren Wandbereich 20 auf, Uber den die
Zellsuspension mittels einer Spritze 21 aus dem Inneren des Behéalters 12
entnommen werden kann. Dabei ist die Trichterform des Behalters 12 von Vorteil,
da die mit der Zeit sedimentierenden Zellen sich im unteren Bereich konzentrieren
und somit auch in konzentrierter Form entnommen werden kdnnen. Die sterile
Suspension mit den behandelten Zellen kann also auf diese Weise einem
Patienten schnell, in konzentrierter Form und auf einfache Weise appliziert

werden.

Figur 2 zeigt eine weitere Ausfihrungsform der erfindungsgeméaBen Vorrichtung in
zwei geschnittenen Darstellungen, die jeweils zueinander um 90 Grad gedreht
sind. Die dargestellte Vorrichtung besteht aus einer Kammer 25 mit einem
Innenraum 26, der eine Zellsuspension 27 und/oder biologisch aktive Molekdile in
geldster Form enthalt. Die Kammer weist ferner zwei flache Elektroden 28, 29 mit
planer Oberflache auf, welche parallel zueinander an gegeniberliegenden
Seitenwanden der Kammer 25 angeordnet sind. In der Darstellung gemaB Figur
2a ist dabei nur die hinter der Schnittebene angeordnete Elektrode 28 sichtbar.
Die Kammer 25 weist zwei Anschlussvorrichtungen 30, 31 auf, die an
gegenuberliegenden Enden der Kammer 25 angeordnet sind. Das Einbringen der
Zellsuspension 27 erfolgt Uber die Anschlussvorrichtung 31 vorzugsweise aus
einem Behélter, dessen Kanlle eine Lange aufweist, die ungefahr der Starke der
Anschlussvorrichtung 31 entspricht, so dass im Innenraum 26 beim Einbringen der
Zellen kein Totvolumen entsteht. Die Kanlle kann dabei eine Membran oder
ahnliches durchstechen, welche den Innenraum 26 nach auBen verschiieBt. An die
Anschlussvorrichtung 30 ist ein Behaltnis 32 anschlieBbar, wobei es sich bei dem

Behalinis 32 beispielsweise um eine Spritze oder Ahnliches handeln kann. Das
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Behaltnis 32 kann auch elastisch verformbar sein, damit seine Wandung
nachgiebig ist, wenn die Lésung in alternativer Ausgestaltung durch einen mittels
des Behalters 40 im Innenraum 26 erzeugten Unterdruck aus dem Behaltnis 32
herausgesaugt wird. Die Anschlussvorrichtung 30 weist eine Ausnehmung 34 auf,
in welche die Kantle 33 des Behéltnisses 32 einflhrbar ist. Die Ausnehmung 34
kann dabei beispielsweise durch einen Stopfen verschlieBbar sein oder am
Ubergang zur Zuleitung 36 mit einem Ventil oder einer fragilen Membran
verschlossen sein, das bzw. die von der Kanile 33 durchstochen wird. Auf diese
Weise kann die in dem Behaltnis 32 enthaltene Lésung 35 in die Zuleitung 36 der
Kammer 25 eingebracht werden. Uber die Offnung 37 der Zuleitung 36 gelangt die
Ldsung 35 dann in den Innenraum 26, wobei die Elektrode 29 sehr intensiv von
der Lésung 35 umspllt wird. Vorteilhafterweise handelt es sich bei der Elekirode
29 um die Kathode, an die sich bei der Elektroporation von Zellen im besonderen
MaBe Zellmaterial anheftet und bei herkdmmlichen Vorrichtungen nur schwer zu
entfernen ist. Wie aus Figur 2a zu entnehmen ist, ist die innere Oberflache 38 der
Kammerwand 39 abgerundet ausgebildet, so dass keine Totvolumina entstehen.
Auf diese Weise wird ein effektives Durchsplilen des Innenraums 26 gewéhrleistet.
Die mittels der Losung 35 verdiinnte Zellsuspension 27 wird dann in den Behalter
40 aufgenommen, so dass in einer AusfUhrungsform das Spilen und das
Entnehmen der Zellen in zwei Schritten erfolgt. Alternativ kann die Lésung auch
durch einen mittels des Behalters 40 im Innenraum 26 erzeugten Unterdruck aus
dem Behéltnis 32 durch den Innenraum 26 Uber die Elekiroden 28, 29 in den
Behalter 40 gesaugt werden, so dass Spilung und Entnahme hier in einem Schritt
erfolgen. Die Kanlle 41 des Behalters 40, bei dem es sich beispielsweise um eine
Spritze oder dhnliches handeln kann, wird wie bei der Anschlussvorrichtung 30 in
eine Ausnehmung 42 der Anschlussvorrichtung 31 eingefihrt. Bei den
Anschlussvorrichtungen 30, 31 kann es sich beispielsweise auch um Luer-
Anschliisse handeln, an die auf bekannte Weise beispielsweise Spritzen oder
Infusionsbeutel angeschlossen werden kénnen. Die Anschlussvorrichtungen 30,

31 kdnnen aber beispielsweise auch perforierbare Gummistopfen sein.



WO 2004/027015 PCT/DE2003/003042
20

Figur 3 zeigt eine Vorderansicht einer weiteren Ausfilhrungsform der Erfindung in
geschnittener Darstellung. Die dargestellte Vorrichtung besteht aus einer Kammer
45 mit einem Innenraum 46 und zwei planparallel angeordneten Elekiroden 47, 48.
Die Kammer 45 weist hier zwei Zuleitungen 49, 50 auf, die jeweils parallel
zueinander in den Randbereichen der Kammer 45 angeordnet sind. Uber die
Zuleitungen 49, 50 kann eine Losung zum Spllen des Innenraums 46 eingeleitet
werden. Die Zuleitungen 49, 50 konnen aber beispielsweise auch fir das
Einbringen des biologischen Materials in den Innenraum 46 und anschlieBend fir
das Einleiten der Losung verwendet werden. Die Zuleitungen werden Uber einen
kanalfdrmigen Uberlauf, d.h. den langlichen Uberlaufkanal 59 gespeist, was
nachfolgend unter Figur 4 naher erlautert wird. Zwischen den beiden Zuleitungen
49, 50 ist eine Ausgangsotffnung 51 angeordnet, Uber welche der Inhalt des
Innenraums 46 der Kammer 45 wieder entnommen werden kann. Der
Kammerinhalt stromt dabei in einen langlichen Ablaufkanal 60, der nachfolgend
unter Figur 4 naher dargestellt ist. Zwischen dem Innenraum 46 und dem
Ablaufkanal 60 ist hier eine Trennvorrichtung 61 angeordnet, bei der es sich

beispielsweise um einen Membranfilter handeln kann.

Figur 4 zeigt eine Seitenansicht der Ausfihrungsform gemaB Figur 3 in
geschnittener Darstellung. Es wird hier deutlich, dass die Kammer 45
langgesireckt ausgebildet ist, so dass sie zur Aufnahme gréBerer Volumina
geeignet ist. Dabei verlauft die Elekirode 48, wie auch die hier nicht sichtbare
Elektrode 47, bei geringer Hohe Uber die gesamte Lénge der Kammer 45. Der
Uberlaufkanal 59 ist eingangsseitig mit einem Behaltnis verbindbar und leitet eine
Ldsung aus dem Behaltnis in die hier nicht sichtbaren Zuleitungen (Bezugsziffern
49 und 50 in Figur 3). Die Zuleitungen erstrecken sich spaltartig ebenfalls (iber die
gesamte Lange der Kammer 45. Dabei weisen die Zuleitungen einen engeren
Querschnitt als der Uberlaufkanal 59 auf, so dass sich in den Zuleitungen ein iber
die gesamte Lange der Kammer 45 gleichmaBiger Druck aufbauen kann, wenn
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der Uberlaufkanal mit der Lésung gefiillt ist. Der parallel zum Uberlaufkanal 59
verlaufende Ablaufkanal 60 ist ablaufseitig mit einem Behélter verbindbar, der das

behandelte und durch die Lésung ausgespiilte biologische Material aufnimmt.

Figur 5 zeigt eine weitere Alternative der Erfindung, die im wesentlichen der
Vorrichtung gemaB den Figuren 3 und 4 entspricht, wobei hier aber nur eine
Zuleitung 52 vorgesehen ist. Die Offnung 53 der Zuleitung 52 ist hier in
unmittelbarer Nahe der Elekirode 54 angeordnet, wobei es sich bei dieser
vorzugsweise um die Kathode handelt. Die Zuleitung 52 wird hier durch den Kanal
62 mit der Losung gespeist, wobei die Lésung mit dem behandelten Material durch
die Trennvorrichtung 64 und den Kanal 62 wieder entnommen werden kann.

Figur 6 zeigt eine geschnittene Ansicht eines Teils einer erfindungsgeméaBen
Vorrichtung mit schlangenférmiger Kammer 55. Die Elektroden sind hier nicht
‘dargestellt, kénnen aber beispielsweise vor und hinter der Schnittebene
angeordnet sein. Die Kammer 55 besteht aus einer kanalférmigen Zuleitung 56
und einer kanalférmigen Ableitung 57, welche jeweils an den Enden des
schlangenférmigen Innenraums 58 angeordnet sind. Zuleitung 56 und Innenraum
58 weisen hier einen gleichférmigen, geringen Querschnitt auf, was zu einer hohen
Fliessgeschwindigkeit im Innenraum 58 und an den Oberflachen der hier nicht
dargestellten Elektroden flhrt. Auf diese Weise kann die Kammer sehr effektiv und
grandlich ausgespult werden. Dabei kann sich der innere Durchmesser der
Zuleitung 56 in Richtung des Innenraums 58 verjingen, so dass sich die

Fliessgeschwindigkeit der Losung im Innenraum 58 erhoht.

Figur 7 zeigt eine weitere Ausflihrungsform der Erfindung, bei der die Kammer 65
u-férmig ausgebildet ist. Die hier nicht dargestellten Elektroden sind bei dieser
Ausflhrungsform vor und hinter der Schnittebene angeordnet. Die Lésung wird
Uber die Zuleitung 67 in den Innenraum 66 eingebracht, wobei aufgrund des

geringen Querschnitts der Kammer 65 eine hohe Fliessgeschwindigkeit erreicht



WO 2004/027015 PCT/DE2003/003042
22

werden kann. Uber die Ableitung 68 wird die Ldésung mit dem behandelten
biologischen Material aus der Kammer 65 gedriickt oder abgesaugt.

Figur 8 zeigt eine alternative Ausflihrungsform der Erfindung, die im wesentlichen
der in Figur 7 dargestellten entspricht. Die Zuleitung 76 der Kammer 75 weist hier
aber einen deutlich gréBeren Querschnitt als die Ableitung 77 auf, so dass hiermit
gréBere Volumina verarbeitet werden kénnen.



WO 2004/027015

Bezugszeichenliste:

1 Kammer

2 Innenraum

3 Elektrode

4 Elektrode

5 Filtereinheit
6 Pufferlésung
7 Zuleitung

8 Offnung

9 Behalinis

10 Ldsung

11 Trenneinheit
12 Behalter

13 Wandbereich
14 Kaniile

15 Spritze

16 Suspension
17 Wandung

18 Pfeil

19 Kammerwand
20 Wandbereich
21 Spritze

22 Pfeil

25 Kammer

26 Innenraum
27 Suspension
28 Elektrode

29 Elektrode

30

Anschlussvorrichtung

23

PCT/DE2003/003042



WO 2004/027015

31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62

Anschlussvorrichtung
Behaltnis
Kantle
Ausnehmung
Lésung
Zuleitung
Offnung
Oberflache
Kammerwand
Behalter

Kanlle
Ausnehmung
Kammer
Innenraum
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Zuleitung
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Zuleitung
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24

PCT/DE2003/003042



WO 2004/027015

63
64
65
66
67
68
75
76
7

25

Kanal
Trennvorrichtung
Kammer
Innenraum
Zuleitung
Ableitung
Kammer
Zuleitung
Ableitung

PCT/DE2003/003042



WO 2004/027015 PCT/DE2003/003042
26

Patentanspriiche

1. Vorrichtung zur Behandlung von biologischem Material, zumindest
bestehend aus einer nach auBen zumindest verschlieBbaren Kammer mit
einem Innenraum zur Aufnahme des biologischen Materials, wobei die
Kammer zumindest eine Elekirode aufweist, die mit dem Innenraum der
Kammer in Kontakt steht und zur Erzeugung eines elektrischen Feldes
vorgesehen ist, dadurch gekennzeichnet, dass die Kammer (1, 25, 45, 55,
65, 75) zumindest eine Zuleitung (7, 36, 49, 50, 52, 56, 67, 76) aufweist,
welche in raumlicher Nadhe zu der Elekirode (3, 4, 28, 29, 47, 48, 54)
mindestens eine Offnung (8, 37, 53) aufweist.

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Zuleitung
(7, 36, 49, 50, 52, 56, 67, 76) kanalférmig ausgebildet ist.

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass sich
der innere Durchmesser der Zuleitung (7, 36, 49, 50, 52, 56, 67, 76) in
Richtung der Elektrode (3, 4, 28, 29, 47, 48, 54) verringert.

4, Vorrichtung nach Anspruch 1, 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass
mindestens ein durch eine Wandung (17) gebildetes Behaltnis (9, 32) zur
Aufnahme einer Losung Uber die Zuleitung (7, 36, 49, 50, 52, 56, 67, 76) mit
dem Innenraum (2, 26, 46, 58, 66) zumindest verbindbar ist.

5. Vorrichtung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass der
Innenraum (2, 26, 46, 58, 66) der Kammer (1, 25, 45, 55, 65, 75) und das
Behaltnis (9, 32) durch eine Trenneinheit (11) voneinander getrennt sind,
durch welche die Losung selektiv in den Innenraum (2, 26, 46, 58, 66) der
Kammer (1, 25, 45, 55, 65, 75) einbringbar ist.
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11.
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Vorrichtung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die
Trenneinheit (11) ein Ventil ist oder dass die Trenneinheit (11) eine fragile
Membran ist, die unter Druck zerstorbar ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet,
dass die Kammer (1, 25, 45, 55, 65, 75) nach auflen zumindest keimdicht

verschlossen ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 4 bis 7, dadurch gekennzeichnet,
dass die das Behéltnis (9, 32) bildende Wandung (17) zumindest teilweise

aus einem elastischen und/oder deformierbaren Material besteht.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 4 bis 8, dadurch gekennzeichnet,
dass das Behaitnis (9, 32) an die Kammer (1, 25, 45, 55, 65, 75) zumindest
anschlieBbar ist, beispielsweise einstlickig mit dieser verbunden oder Giber
eine Anschlussvorrichtung (30, 31), vorzugsweise einen Luer-Anschiuss, an
die Kammer (1, 25, 45, 55, 65, 75) anschlieBbar ist.

Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass die Kammer
(1, 25, 45, 55, 65, 75) und das Behéltnis (9, 32) eine nach auBen zumindest
keimdicht verschlossene Einheit bilden.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet,
dass die Kammer (1, 25, 45, 55, 65, 75) zumindest einen, vorzugsweise mit
einer Kanlle (14, 33, 41), perforierbaren und selbstverschlieBenden
Wandbereich (13, 20) aufweist und/oder mit zumindest einem Zugang mit
einer Anschlussvorrichtung (30, 31), vorzugsweise einem Luer-Anschiuss,
versehen ist.
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16.
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18.
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Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet,
dass die Kammer (1, 25, 45, 55, 65, 75) einen geringen Querschnitt
aufweist und/oder schlangenférmig und/oder spiralférmig ausgebildet ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet,
dass die Kammer (1, 25, 45, 55, 65, 75) durch mindestens eine
Trenneinrichtung in mehrere Teilbereiche unterteilt ist.

Vorrichtung nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass die
Trenneinrichtung aus einem Ventil und/oder einer Filtereinheit (5) besteht.

Vorrichtung nach einem der Anspriche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet,
dass ein Behalter (12, 40) an eine Ausgangséffnung (51) der Kammer (1,
25, 45, 55, 65, 75) zumindest anschlieBbar ist, beispielsweise einstickig mit
dieser verbunden oder Uber eine Anschlussvorrichtung (30, 31),
vorzugsweise einen Luer-Anschluss, an die Kammer (1, 25, 45, 55, 65, 75)

anschlieBbar ist.

Vorrichtung nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass zwischen der
Kammer (1, 25, 45, 55, 65, 75) und dem Behalter (12, 40) eine
Trennvorrichtung (61, 64) angeordnet ist.

Vorrichtung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass die
Trennvorrichtung (61, 64) aus einem Ventil und/oder einer Filtereinheit (5)
besteht.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 15 bis 17, dadurch gekennzeichnet,
dass der Behélter (12, 40) zumindest einen, vorzugsweise mit einer Kantle
(14, 33, 41), perforierbaren und selbstverschlieBenden Wandbereich (13,
20) aufweist und/oder mit zumindest einem Ausgang mit einer
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22.
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24.
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Anschlussvorrichtung (30, 31), vorzugsweise einem Luer-Anschluss,

versehen ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 15 bis 18, dadurch gekennzeichnet,

dass der Behdlter (12, 40) eine Spritze oder ein Infusionsbeutel ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 15 bis 19, dadurch gekennzeichnet,
dass der Behalter (12, 40) und die Kammer (1, 25, 45, 55, 65, 75) eine nach
aufB3en keimdicht verschlossene Einheit bilden.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 11 bis 20, dadurch gekennzeichnet,
dass der perforierbare, selbstverschlieBende Wandbereich (13, 20) aus
einem Kunststoffmaterial, beispielsweise einem Silicon, einem Elastomer
oder Gummi, besteht.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 21, dadurch gekennzeichnet,
dass die Kammer (1, 25, 45, 55, 65, 75) zwei gegeniberliegende
Elektroden (3, 4, 28, 29, 47, 48, 54) aufweist, die jeweils mit dem
Innenraum (2, 26, 46, 58, 66) in Kontakt stehen, oder dass eine weitere
Elektrode (3, 4, 28, 29, 47, 48, 54) in den Innenraum (2, 26, 46, 58, 66) der
Kammer (1, 25, 45, 55, 65, 75) einflihrbar ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 22, dadurch gekennzeichnet,
dass die Elektrode (3, 4, 28, 29, 47, 48, 54) oder die Elektroden (3, 4, 28,
29, 47, 48, 54) aus einem leitfahigen Kunststoffmaterial, vorzugsweise

einem mit einem leitfahigen Material dotierten Kunststoff, besteht.

Verfahren zur Behandlung von biologischem Material, bei dem das
biologische Material in den Innenraum einer nach auBen zumindest

verschlieBbaren Kammer eingebracht wird, welche zumindest eine
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26.

27.

28.
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Elektrode aufweist, die mit dem Innenraum der Kammer in Kontakt steht
und zur Erzeugung eines elektrischen Feldes vorgesehen ist, welches nach
dem Einbringen des biologischen Materials in dem Innenraum erzeugt wird
durch Anlegen einer Spannung an die Elekirode und eine weitere mit dem
innenraum der Kammer in Kontakt stehende Elekirode, dadurch
gekennzeichnet, dass nach dem Erzeugen des elektrischen Feldes das
biologische Material mittels einer Lésung, die Uber eine Zuleitung (7, 36, 49,
50, 52, 56, 67, 76) der Kammer (1, 25, 45, 55, 65, 75) an zumindest einer
Elektrode (3, 4, 28, 29, 47, 48, 54) entlang geleitet wird, annahernd
vollstandig aus dem Innenraum (2, 26, 46, 58, 66) der Kammer (1, 25, 45,
55, 65, 75) ausgespUlt wird.

Verfahren nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, dass die Lésung mit
hoher Fliessgeschwindigkeit an der Elektrode (3, 4, 28, 29, 47, 48, 54)
entlang geleitet wird.

Verfahren nach Anspruch 24 oder 25, dadurch gekennzeichnet, dass die
Ldsung an der Kathode entlang geleitet wird.

Verfahren nach Anspruch 24, 25 oder 26, dadurch gekennzeichnet, dass
das biologische Material mittels einer Spritze oder Ahnlichem durch einen
perforierbaren, selbstverschlieBenden Wandbereich (13, 20) in den
Innenraum (2, 26, 46, 58, 66) der Kammer (1, 25, 45, 55, 65, 75)
eingebracht wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 27, gekennzeichnet durch das
Offnen einer Trenneinheit (11) durch mechanische Manipulation von auBen,
wobei die Trenneinheit (11) den Innenraum (2, 26, 46, 58, 66) der Kammer
(1, 25, 45, 55, 85, 75) von einem die Losung enthaltenden Behaltnis (9, 32)
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30.

31.

32.

33.
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trennt, welches durch die Zuleitung (7, 36, 49, 50, 52, 56, 67, 76) mit der
Kammer (1, 25, 45, 55, 65, 75) verbindbar oder verbunden ist.

Verfahren nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, dass die
Trenneinheit (11) ein Ventil ist, welches durch die mechanische
Manipulation von auBen zumindest in eine Richtung gedffnet wird, oder
dass die Trenneinheit (11) eine fragile Membran ist, die durch von auBen

ausgeubten Druck zerstort wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 29, gekennzeichnet durch das
Aufnehmen des biologischen Materials und der Lésung in einem Behélter
(12, 40), der an eine Ausgangséffnung (51) der Kammer (1, 25, 45, 55, 65,
75) zumindest anschlieBbar ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 30, dadurch gekennzeichnet,
dass ein die Lésung enthaltendes Behélinis (9, 32) zumindest teilweise
durch eine elastische und/oder deformierbare Wandung (17) gebildet ist
und auf diese Wandung (17) von aufBBen ein Druck ausgelibt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 31, dadurch gekennzeichnet,
dass das biologische Material durch eine zwischen der Kammer (1, 25, 45,
55, 65, 75) und dem Behalter (12, 40) angeordnete Trennvorrichtung (61,
64), insbesondere ein Ventil und/oder eine Filtereinheit (5), in den Behalter
(12, 40) gespdilt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 29 bis 32, dadurch gekennzeichnet,
dass das behandelte biologische Material mittels einer Spritze oder
Ahnlichem durch einen perforierbaren, selbstverschlieBenden Wandbereich
(13, 20) des Behalter (12, 40)s aus diesem entnommen wird.
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36.

37.
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Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 33, dadurch gekennzeichnet,
dass das biologische Material lebende Zellen, vorzugsweise eukaryontische
Zellen, Zellderivate, subzellulare Partikel und/oder Vesikel sind, in welche
durch das Erzeugen des elektrischen Feldes biologisch aktive Molekile,

vorzugsweise Nukleinsduren, eingebracht werden, oder die durch das

Erzeugen des elekirischen Feldes fusioniert werden.

Verfahren nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, dass die biologisch
aktiven Molekile in einer Pufferlosung geldst sind und vor dem Einbringen
des biologischen Materials in den Innenraum (2, 26, 46, 58, 66) der
Kammer (1, 25, 45, 55, 65, 75) eingebracht werden.

Verfahren nach Anspruch 34 oder 35, dadurch gekennzeichnet, dass das
Einbringen der biologisch aktiven Moleklle in lebende Zellen mit einer
Stromdichte von bis zu 120 A/em?, vorzugsweise 80 A/cm?, und/oder durch
einen Spannungsimpuls mit einer Feldstérke von 2 bis 10 kVcm™ und einer

Dauer von 10 bis 200 us erreicht wird.

Verfahren nach Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet, dass das
Einbringen der biologisch aktiven Molekle in die Zellen durch einen auf den
Spannungsimpuls ohne Unterbrechung folgenden Stromfluss mit einer
Stromdichte von 2 bis 14 A/cm?, vorzugsweise 5 A/cm?, und einer Dauer

von 1 bis 100 ms, vorzugsweise 50 ms, erreicht wird.
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