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(57) Abstract: The invention relates to an electrode assembly 20, in parti-

cular for applying at least one electric field to adherent cells, comprising at
31 least two electrodes 21, each having at least one surface 32 which is arran-

24
- 30/\ ged opposite the corresponding surface 32 of the other electrode 21, whe-
= rein an electrically insulating material 26 is arranged at least partially bet-
\ t l/....ﬁ:( ween the surfaces 32 of the electrodes 21. The solution according to the

invention allows the electric field to be concentrated in the region of the
cells to be treated such that a voltage pulse, or the current produced there-
by, flows through the cells without the majority flowing away over the
» cells unused in the electrolyte. The invention further relates to a method

o8 — ——— ,¢ for applying at least one electric field to adherent cells, in which the elec-

/
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tric field is generated by applying a voltage to at least two electrodes, the
~ electric field is concentrated on the side of the electrodes which faces the

S 23 cells and/or is limited to the space between the cells and the side of the
electrodes which faces the cells.

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft eine Elektrodenanordnung
29 20, insbesondere zur Beaufschlagung von adhérenten Zellen mit mindes-

29 ~___| e tens einem elektrischen Feld, die mindestens zwei Elektroden 21 umfasst,

21 26 32 27 \/

welche jeweils mindestens eine Fldche 32 autweisen, die der entsprechen-
den Fliache 32 der jeweils anderen Elektrode 21 gegeniiberliegend ange-
ordnet ist, wobei zwischen den Flichen 32 der Elektroden 21 zumindest
teilweise ein elektrisch isolierendes Material 26 angeordnet

[Fortsetzung auf der néichsten Seite]
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ist. Durch diese erfindungsgeméBe Losung wird erreicht, dass das elektrische Feld im Bereich der zu behandelnden Zellen kon-
zentriert werden kann, so dass ein Spannungsimpuls bzw. der hierdurch entstandene Strom durch die Zellen flief3t, ohne dass ein
Hauptteil davon ungenutzt im Elektrolyten iiber den Zellen abflieit. Die Erfindung betriftt ferner ein Verfahren zur Beaufschla-
gung von adhédrenten Zellen mit mindestens einem elektrischen Feld, bei dem das elektrische Feld durch das Anlegen einer Span-
nung and mindestens zwei Elektroden erzeugt wird, das elektrische Feld an der den Zellen zugewandten Seite der Elektroden kon-
zentriert und/oder auf den Raum zwischen den Zellen und der den Zellen zugewandten Seite der Elektroden begrenzt wird.
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Verfahren und Elektrodenanordnung zur
Behandlung von adhéarenten Zellen

Hintergrund

Die Erfindung betrifft eine Elektrodenanordnung, insbesondere zur Beaufschla-
gung von adharenten Zellen mit mindestens einem elektrischen Feld, die min-
destens zwei Elektroden umfasst, welche jeweils mindestens eine Flache auf-
weisen, die der entsprechenden Flache der jeweils anderen Elektrode gegenu-
berliegend angeordnet ist. Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Beauf-
schlagung von adharenten Zellen mit mindestens einem elektrischen Feld, bei
dem das elektrische Feld durch das Anlegen einer Spannung and mindestens

zwei Elektroden erzeugt wird.

Stand der Technik

Die Beaufschlagung von lebenden Zellen mit einem elektrischen Feld bzw.
Spannungsimpuls, die so genannte Elektroporation bzw. Elektrotransfektion,
wird seit Jahren auf Zellen in den verschiedensten Zustanden angewandt. Als
Einzelzellen in Suspension in einer Pufferldsung, im adharenten Zustand in
einem Kulturgefald, meist am Boden eines Kunststoffbehalters und in vivo, wo
Zellen in der Regel im Gewebeverband in eine extrazellulare Matrix eingebet-
tet sind. Grundsatzlich werden bei der Elektroporation die Fremdmolekule aus
einer an die Zellen angepassten Pufferldsung oder einem Zellkulturmedium
durch einen kurzzeitigen Stromfluss in die Zellen eingebracht, wobei durch die
Wirkung der elektrischen Spannungsimpulse bzw. des dadurch entstehenden
elektrischen Feldes und Stromflusses die Zellmembran fur die Fremdmolekule
durchlassig gemacht wird. Die Zellsuspension befindet sich dabei haufig in ei-
ner sogenannten Kuvette, d.h. einem schmalen, offenen Gefaly, dessen Pro-
benraum zwei gegenuberliegende, parallele Elektroden in den Seitenwanden
aufweist, welche zum Anlegen der elektrischen Spannung dienen. Durch die
kurzzeitig entstenenden ,Poren” in der Zellmembran gelangen die biologisch

aktiven Molekule zunachst in das Zytoplasma, in dem sie ggf. bereits ihre zu
1
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untersuchende Funktion austben kénnen, und daraufhin unter bestimmten Be-
dingungen auch in den Zellkern. Durch das kurzzeitige Anlegen eines starken
elektrischen Feldes, d.h. eines kurzen Spannungsimpulses mit hoher Strom-
dichte, kdnnen dartber hinaus auch Zellen, Zellderivate, subzellulare Partikel
und/oder Vesikel fusioniert werden. Bei dieser sogenannten Elektrofusion wer-
den die Zellen beispielsweise zunachst durch ein inhomogenes elektrisches
Wechselfeld in engen Membrankontakt gebracht. Durch das anschlielende
Anlegen eines elektrischen Feldimpulses kommt es dann zur Interaktion von
Membranteilen, die schliellich zur Fusion fuhrt. Fur die Elektrofusion kbnnen
dabei vergleichbare apparative Vorrichtungen verwendet werden, wie fur die
Elektroporation. Dartber hinaus kénnen lebende Zellen durch elektrische Fel-

der auch in einer ihre Eigenschaften verandernden Weise stimuliert werden.

Aus der WO 2005/056788 A1 ist beispielsweise ein Verfahren zur Elektropora-
tion bekannt, bei dem Zellen auf einer mikroporésen Membran wachsen, die
sich zwischen zwei parallel angeordneten Elektrodenflachen befindet.

Die US-A-5 134 070 beschreibt Anwendungen und Vorrichtungen zur Elektro-
poration von Zellen, die auf einer elektrisch leitenden Oberflache wachsen,
welche als Elektrode dient. Das Kulturgefald wird von oben mit einer platten-
formigen Gegenelektrode abgedeckt, wobei ein Spalt gebildet wird, GUber den
elektrische Entladungen moglich sind.

Aus der WO 2008/104086 A1 ist ferner eine Vorrichtung bekannt, bei der die
Zellen auf co-planaren Elektrodenflachen wachsen. Der elektrische Kontakt
zwischen den Elektroden wird Gber das Zellkulturmedium Gber den Zellen her-
gestellt, wobei die zwei Elektrodenbereiche durch eine isolierende Barriere ge-
trennt sind, die aber trotzdem eine Elektrolytbriicke zwischen den Elektroden
zulasst. Diese kdnnen beispielsweise aus Indiumzinnoxid bestehen, das als

transparenter Halbleiter eine mikroskopische Analyse der Zellen ermdglicht.

Aus der WO 2009/131972 A1 ist eine Vorrichtung zur Elektroporation von Zel-
len bekannt, welche adharent auf einer runden, scheibenférmigen Platte wach-

sen. Die Vorrichtung weist zwei parallel zueinander angeordnete Elektroden
2
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auf, wobei eine Elektrode sich auf der konkaven Oberflache eines aulen lie-
genden Zylinders und die andere Elektrode sich auf der konvexen Oberflache
eines innen liegenden Zylinders befindet.

Aus der US 2009/0305380 A1 ist ferner eine Vorrichtung zur Elektroporation
von Zellen bekannt, die auf einer festen Flache immobilisiert sind. Das elektri-
sche Feld, mit dem die Zellen beaufschlagt werden, wird durch eine Anordnung
von Elektrodenpaaren erzeugt, die sich dicht nebeneinander liegend auf einer
oberhalb der festen Flache angeordneten Oberflache befinden. Die Elektroden
werden durch elektrische Bahnen gebildet, die auf die Oberflache aufplattiert
sind. Die beiden Elektroden eines Elektrodenpaars sind dabei so dicht neben-
einander angeordnet, dass sich nicht mehr als eine Zelle innerhalb des gerings-
ten Abstandes zwischen den beiden Elektroden befinden kann.

Die Firma BTX vertreibt mit dem PetriPulser® eine Anordnung von abwech-
selnd gepolten planparallelen Elektrodenplatten, die senkrecht auf adharent in
einem Kulturgefald wachsende Zellen aufgebracht werden kann. Dabei tauchen
die Elektroden in den KulturGberstand ein, wobei sich die Zwischenraume zwi-
schen den einzelnen Elektrodenplatten mit dem Kulturmedium flllen. Ein we-
sentlicher Nachteil dieser Anordnung liegt darin, dass der Grolteil des Stromes
uber das Uber den Zellen befindliche zellfreie Kulturmedium abfliel3t. Das Feld
ist aber nur wirksam im Randfeld am Boden des Gefalies, wo sich die Zellen
befinden, so dass unnotig hohe Strome zu erbringen sind. Ferner muss von
einer hohen Mortalitat der Zellen durch pH-Wert-Anderungen und hohen Strom
ausgegangen werden. Dartber hinaus muss die Spannungsversorgung fur lang
anhaltende Spannungsimpulse sehr grofld ausgelegt werden, um diese groflien
Stréome und damit Ladungsmengen und Leistungen zu erbringen. Zudem muss
ein grof3es Volumen aufgebracht werden, das fur die Elektroporation geeignet
ist und das zu transfizierende Substrat in ausreichend hoher Konzentration
enthalt, wodurch auch die Menge an Substrat entsprechend hoher liegt.

Beschreibung der Erfindung
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Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine Elektrodenanordnung und ein
Verfahren zu schaffen, die eine effiziente Behandlung von adharenten Zellen
mit einem elektrischen Feld ermbglichen, ohne zu hohe Stromdichten zu bend-
tigen.

Die Aufgabe wird erfindungsgemaf} durch eine Elektrodenanordnung der ein-
gangs genannten Art gelost, bei der zwischen den Flachen der Elektroden zu-
mindest teilweise ein elektrisch isolierendes Material angeordnet ist. Durch die-
se erfindungsgemale Losung wird erreicht, dass das elektrische Feld im Be-
reich der zu behandelnden Zellen konzentriert werden kann, so dass ein Span-
nungsimpuls bzw. der hierdurch entstandene Strom durch die Zellen flief3t, oh-
ne dass ein Hauptteil davon ungenutzt im Elektrolyten Gber den Zellen abflief3t.
Hierdurch kann einerseits die Vorrichtung zur Impulserzeugung sparsam di-
mensioniert werden und andererseits konnen in dem Medium starkere Verande-
rungen des pH-Wertes vermieden werden, die ansonsten durch grof3e geflos-
sene Ladungsmengen infolge von Elektrolyse erzeugt wirden. Durch die erfin-
dungsgemalle Vorrichtung wird ferner gewahrleistet, dass eine raumlich mog-
lichst gleichmalig verteilte elektrische Behandlung Uber die Kulturflache erfolgt
und Bereiche mit nicht-behandelten Zellen minimiert werden. Dabei sind der
prozentuale Anteil von erfolgreich behandelten (beispielsweise transfizierten)
Zellen und die Uberlebensrate sowie, bei Verwendung von DNA oder mRNA,
das Expressionsniveau pro Zelle vergleichbar mit den entsprechenden Werten
bei der Elektroporation von Zellen in Suspension. Mittels der erfindungsgema-
Ren Elektrodenanordnung wird also eine effiziente Behandlung von adharenten
Zellen mit einem elektrischen Feld ermdoglicht.

In vorteilhafter Ausgestaltung der erfindungsgemafien Elektrodenanordnung ist
vorgesehen, dass diese mindestens drei, vorzugsweise mindestens 4 oder 5,
insbesondere 6 bis 12, Elektroden umfasst.

Wenn die Elektroden platten- oder stiftformig ausgebildet sind, kbnnen mog-
lichst viele Elektroden auf engem Raum angeordnet werden, so dass ein be-
sonders homogenes elektrisches Feld erzeugt werden kann. In alternativer

Ausgestaltung der Erfindung kdnnen also Plattenelektroden durch Reihen von
4
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Metallstiften ersetzt werden. Wenn diese Reihen von elektrisch gekoppelten
Stiften ausreichend eng angeordnet sind, kdbnnen sie bezuglich des erzeugten
elektrischen Feldes durchgehende Plattenelektroden ersetzen. ,Ausreichend
eng” heif’t in diesem Zusammenhang, dass der Abstand gleich gepolter be-
nachbarter Stifte kleiner oder maximal gleich dem Abstand der entgegengesetzt
gepolten Reihen von Stiften ist. Die Verwendung einer solchen Anordnung ist
besonders vorteilhaft, da die Herstellung von Elektrodenanordnungen durch
Einlegen von Metallstiften oder Drahten bzw. Drahtstlicken in ein Spritzguss-
werkzeug und anschliefende Umspritzung, beispielsweise mit einem thermo-
plastischen Polymer, weit verbreitet und daher das Fertigungsverfahren von
vielen Herstellern gut beherrschbar ist.

In weiterer vorteilhafter Ausgestaltung der erfindungsgemafien Elektrodenan-
ordnung ist vorgesehen, dass die Flachen Seitenflachen planparallel angeord-
neter Elektrodenplatten sind.

Vorzugsweise konnen die Flachen durch das isolierende Material vollstandig
voneinander getrennt sein. Dies wird in vorteilhafter Weise vorzugsweise da-
durch erreicht, dass der von den Flachen der Elektroden gegrenzte Raum zwi-
schen den Elektroden vollstandig von dem isolierenden Material ausgefullt ist.

Das isolierende Material ist in vorteilhafter Ausgestaltung der Erfindung ein
thermoplastisches Polymer, vorzugsweise Polyvinylchlorid, Polystyrol, Polypro-
pylen, Polyethylen und/oder Polykarbonat. Die Elektroden bestehen vorzugs-
weise aus Metall und/oder einem elektrisch leitenden Kunststoff.

In vorteilhafter Ausgestaltung der erfindungsgemafien Elektrodenanordnung ist
vorgesehen, dass die Elektrodenanordnung an mindestens einer den Zellen
zugewandten Seite mindestens einen Abstandhalter aufweist, der verhindert,
dass die Elektroden unmittelbar mit den Zellen in Berihrung kommen. Durch
den oder die Abstandhalter wird gewahrleistet, dass ein Mindestabstand zwi-
schen den Elektroden und den Zellen eingehalten wird und/oder ein definierter
Abstand zwischen den Elektroden und den Zellen eingestellt werden kann.
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In besonders vorteilhafter Ausgestaltung der erfindungsgemaiien Elektroden-
anordnung ist vorgesehen, dass die Elektrodenanordnung zum Einsetzen in
mindestens ein zumindest teilweise mit FlUssigkeit gefllltes Gefal vorgesehen
ist, vorzugsweise ein Gefaly, an dessen Bodenflache lebende Zellen anhaften,
und dass das isolierende Material beim Einsetzen in das Gefal® zumindest ei-
nen Teil der Flussigkeit verdrangt. Hierdurch kdnnen die Elektroden nah an die
zu behandelnden Zellen gebracht und das Volumen der FlUssigkeit, die sich

Uber den Zellen befindet, minimiert werden.

Die Elektroden sind vorzugsweise zumindest teilweise an der Unterseite einer
Halterung angeordnet. Diese Halterung kann beispielsweise derart ausgebildet
sein, dass sie in ein Reaktionsgefall eingesetzt oder auf dieses aufgesetzt wer-
den kann, so dass die Elektroden mit dem Innenraum des Reaktionsgefales in
Kontakt stehen. Das Reaktionsgefal® kann dabei beispielsweise eine einzelne
Kivette oder Zellkulturschale oder vorzugsweise Teil einer Multiwell-Platte sein.
Die erfindungsgemaliie Elektrodenanordnung wird vorzugsweise zum Beauf-
schlagen von adharenten Zellen mit mindestens einem elektrischen Feld, ins-
besondere zur Elektroporation von adharenten Zellen, vorzugsweise in Form
mindestens einer Eintauchelektrodenvorrichtung, verwendet. Die erfindungs-
gemalde Elektrodenanordnung in Form einer Eintauchelektroden-vorrichtung
ermdglicht in vorteilhafter Weise die Transfektion von adharent wachsenden
Zellen, wobei die Elektrodenvorrichtung vor und nach der Transfektion aus dem
Medium entfernbar ist. Dabei kann auf einfache Weise die maximale Flexibilitat
in Bezug auf das verwendete Zellkultursystem sichergestellt werden, insbeson-

dere die Kompatibilitat mit moglichst vielen Kultursystemen.

Die Aufgabe wird erfindungsgemal} ferner durch ein Verfahren der eingangs
genannten Art gelost, bei dem das elektrische Feld an der den Zellen zuge-
wandten Seite der Elektroden konzentriert und/oder auf den Raum zwischen
den Zellen und der den Zellen zugewandten Seite der Elektroden begrenzt wird.
Durch diese erfindungsgemale Losung wird erreicht, dass ein Spannungsim-
puls bzw. der hierdurch entstandene Strom durch die Zellen flie3t, ohne dass
ein Hauptteil davon ungenutzt im Elektrolyten Gber den Zellen abfliefl3t. Hier-

durch kann einerseits die Vorrichtung zur Impulserzeugung sparsam dimensio-
6
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niert werden und andererseits kdnnen in dem Medium starkere Veranderungen
des pH-Wertes vermieden werden, die ansonsten durch grofie geflossene La-
dungsmengen infolge von Elektrolyse erzeugt wurden. Durch die erfindungs-
gemalde Vorrichtung wird ferner gewahrleistet, dass eine raumlich moglichst
gleichmalig verteilte Transfektion Uber die Kulturflache erfolgt und Bereiche mit
nicht-transfizierten Zellen minimiert werden. Dabei sind der prozentuale Anteil
von transfizierten Zellen und die Uberlebensrate sowie, bei Verwendung von
DNA, mRNA, siRNA oder anderen exprimierbaren Nukleinsauren, der Grad der
Beeinflussung der Expression pro Zelle vergleichbar mit den entsprechenden
Werten bei der Elektroporation von Zellen in Suspension. Mittels des erfin-
dungsgemallen Verfahrens wird also eine effiziente Behandlung von adharen-

ten Zellen mit einem elektrischen Feld ermdoglicht.

In vorteilhafter Ausgestaltung des erfindungsgemafien Verfahrens ist vorgese-
hen, dass das elekirische Feld auf den Raum zwischen den Zellen und einer
freiliegenden Stirnseite der Elektroden begrenzt wird. Die Konzentrierung
und/oder Begrenzung des elektrischen Feldes wird vorzugsweise dadurch er-
reicht, dass elektrisch isolierendes Material zwischen den Elektroden platziert

wird.

In vorteilhafter Ausgestaltung des erfindungsgemafen Verfahrens ist ferner
vorgesehen, dass die Elektroden mit einer freiliegenden Stirnseite in mindes-
tens ein Gefall eingebracht werden, an dessen Bodenflache die Zellen anhaf-

ten.

In besonders vorteilhafter Ausgestaltung des erfindungsgemalien Verfahrens ist
vorgesehen, dass die Wirkung des elektrischen Feldes auf die Zellen durch
Einstellen des Abstands zwischen den Zellen und den Elektroden optimiert
wird. Auf diese Weise entsteht Gber den zu behandelnden Zellen ein homoge-
nes und ausreichend starkes elektrisches Feld, was sich sehr positiv auf die
Effizienz der Behandlung auswirkt. So kann beispielsweise die Transfektionsef-
fizienz bei der Elektrotransfektion von Zellen durch Einstellen des Abstandes

zwischen den Elektroden und den Zellen optimiert werden.
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Die Erfindung wird im Folgenden anhand der Abbildungen beispielhaft naher

erlautert.

Kurze Beschreibung der Abbildungen

Figur 1 zeigt (a) eine schematische Seitenansicht einer Elektrodenanordnung
gemal dem Stand der Technik, (b) eine beispielhafte schematische Seitenan-
sicht einer erfindungsgemafien Elektrodenanordnung und (c) eine schemati-

sche Draufsicht auf die Unterseite einer weiteren beispielhaften Ausfuhrungs-

form einer erfindungsgemafen Elektrodenanordnung.

Figur 2 zeigt fluoreszenzmikroskopische Bilder der Expression von grun fluo-
reszierendem Protein (GFP) in HeLa-Zellen, die (a) zum einen mit einer Elekt-
rodenanordnung gemaf dem Stand der Technik und (b) zum anderen mittels
einer erfindungsgemafien Elektrodenanordnung behandelt wurden.

Figur 3 zeigt Balkendiagramme des Vergleichs einer Elektrodenanordnung ge-
mafl dem Stand der Technik (St. d. T.) mit einer erfindungsgemafien Elektro-
denanordnung (erfind. Vorr.), wobei (a) zum einen der Anteil transfizierter Zel-
len und (b) zum anderen die Uberlebensrate der Zellen jeweils in Prozent dar-
gestellt sind (AD-035 = Nummer der elektrischen Parameter fur adharente Zel-
len, Nucleofector®, Lonza).

Figur 4 zeigt eine perspektivische Ansicht der Unterseite einer beispielhaften
Ausflhrungsform einer erfindungsgemalfien Elektrodenanordnung.

Figur 5 zeigt eine weitere perspektivische Ansicht der Elektrodenanordnung
gemalf Figur 4, wobei in dieser Darstellung die innen liegenden Teile der Elekt-
roden und die Kontaktelemente sichtbar sind.

Figur 6 zeigt eine perspektivische Ansicht der Oberseite der Elektrodenanord-
nung gemalfd Figur 4.



WO 2011/161092 PCT/EP2011/060312

Figur 7 zeigt einen Langsschnitt durch die Elektrodenanordnung gemaf’ den

Figuren 4 bis 6.

Figur 8 zeigt in einem Balkendiagramm die Abhangigkeit der Transfektionseffi-
zienz vom Abstand der Elektroden einer erfindungsgemalien Elektrodenanord-
nung zu den auf der Kulturflache anhaftenden Zellen bei drei unterschiedlich
starken Spannungsimpulsen (x-Achse: Abstand [mm], y-Achse:
Transfektionseffizienz [%], A-5 = schwacher Spannungsimpuls, K-19 =
mittelstarker Spannungsimpuls, AX-19 = starker Spannungsimpuls).

Beschreibung beispielhafter und bevorzugter Ausfuhrungsformen

Figur 1 zeigt (a) eine schematische Seitenansicht einer Elektrodenanordnung 1
gemal dem Stand der Technik mit freiliegenden Elektroden 2 und (b) eine bei-
spielhafte schematische Seitenansicht einer erfindungsgemafien Elektrodenan-
ordnung 10 mit elektrisch isolierendem Material 11 zwischen den Elektroden 12.
Die Elektrodenanordnung 1 gemaf dem Stand der Technik, die im Prinzip dem
PetriPulser® der Firma BTX entspricht, besteht aus drei planparallel angeordne-
ten Elektroden 2, die in den Innenraum 3 eines Gefales 4 hineinragen und auf
der Bodenflache 5 des Gefalles 4 aufliegen (Figur 1a). Auf der Bodenflache 5
konnen lebende Zellen anhaften und wachsen (adharente Zellen). Der Innen-
raum 3 ist mit einer Flussigkeit geflllt, beispielsweise einem Zellkulturmedium
oder einer anderen an die Zellen adaptierten Losung, wobei diese FlUssigkeit
auch den freien Raum 6 zwischen den Elektroden 2 ausfullt. Jede Elektrode 2
ist also vollstandig von der FlUssigkeit umgeben. Da die Flussigkeit elektrisch
leitend ist, fliel3t beim Anlegen einer Spannung an die Elektroden 2 ein Groliteil
des Stroms Uber die FlUssigkeit zwischen den Elektroden 2 ab (siehe Pfeile), so
dass bei der Verwendung einer nicht-permanenten Spannungsquelle, d. h. bei-
spielsweise der Entladung eines Kondensators, die Spannung sehr schnell ab-
fallt und somit das elektrische Feld Uber die Zeit geschwacht ist. Nur ein Teil
des Stroms flie3t Gber die Bodenflache 5, so dass die biologische Wirkung des

Stromflusses gering ist.
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Die erfindungsgemalie Elektrodenanordnung 10 umfasst drei planparallel an-
geordneten Elektroden 12, die in den Innenraum 13 eines Gefalies 14 hineinra-
gen (Figur 1b). Das Gefal} 14 umfasst eine Bodenflache 15, auf der lebende
Zellen anhaften und wachsen kénnen (adharente Zellen). Der Innenraum 13 ist
mit einer Flussigkeit gefullt, beispielsweise einem Zellkulturmedium oder einer
anderen an die Zellen adaptierten Losung. Der Raum zwischen den Elektroden
12 ist vollstandig mit einem elektrisch isolierenden Material 11 ausgefullt, so
dass beim Anlegen einer Spannung an die Elektroden 12 kein Strom Uber den
zwischen den Elektroden 12 liegenden Raum abfliefien kann. Der gesamte
Strom fliel3t bei der erfindungsgemaiien Elektrodenanordnung 10 durch den
Raum zwischen den Elektroden 12 und der Bodenflache 15, so dass hier bei
der Verwendung einer nicht-permanenten Spannungsquelle (z. B. Kondensator)
die Spannung langsamer abfallt und somit die Feldstarke fur die Behandlung
der Zellen Uber die Zeit hoher ist. Hierdurch kann einerseits die Vorrichtung zur
Impulserzeugung sparsam dimensioniert werden und andererseits konnen in
der Flussigkeit starkere Veranderungen des pH-Wertes vermieden werden, die
ansonsten durch grof3e geflossene Ladungsmengen infolge von Elektrolyse

erzeugt wirden.

Erfindungsgemal} kbnnen also beispielsweise planparallele Elektroden 12
durch isolierendes Material 11 getrennt sein, so dass die leitenden Oberflachen
der Elektroden 12 nur nach unten (in Richtung der Bodenflache 15 bzw. der
darauf haftenden Zellen) frei sind und mit der Umgebung in elektrischem Kon-
takt stehen. Durch die volle Ausdehnung des isolierenden Materials 11 im Be-
reich zwischen den jeweils gegenuberliegend angeordneten Flachen 16 der
planparallelen Elektroden 12, oder zumindest in dem flr die Flussigkeit offenen
Bereich zwischen Elektroden, in dem diese parallele Linien beschreiben, ist das
elektrische Feld fokussierbar bzw. der Strom auf den angestrebten Wirkbereich
begrenzbar. Es ist ferner von besonderem Vorteil, dass eine Fokussierung des
elektrischen Feldes im Bereich der adressierten Zellen bzw. eine Begrenzung
des elektrischen Stromes auf den Wirkbereich nun auch bei Verwendung von
planparallelen Elektroden 12 mdglich ist, was Uber die Zeit konstante und stabi-
lere Feldstarken und Stromdichten in dem adressierten Bereich zwischen den

Elektroden 12 und der Bodenflache 15 ermoglicht. Geeignete isolierende Mate-
10
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rialien hierflr sind beispielsweise Platten oder FormspritzkGrper aus gangigen,
vorzugsweise thermoplastischen, Kunststoffen, wie beispielsweise Polyvinyl-
chlorid, Polystyrol, Polypropylen, Polyethylen oder Polykarbonat. Durch den
erfindungsgemafen Aufbau kann der Abfluss von Strom Uber die sich jeweils
gegenuberliegenden Flachen 16 der planparallelen Anteile der Elektroden 12
verhindert und somit Spannungsimpulse mit konstantem Strom erzeugt werden.
Eine erfindungsgemafe Anordnung kann also beispielsweise pro Reaktion, je
nach Flache des Kulturbodens mit den zu behandelnden Zellen, mit einer oder
mehreren aufeinander folgenden Impulsentladungen geringerer Energie/Strome

beschickt werden, um die notigen Leistungen pro Entladung zu begrenzen.

Es kann beispielsweise ein Elektroden-Isolator-Sandwich verwendet werden,
bei dem die Elektroden abwechselnd gepolt sind. Bei einer solchen Anordnung
ist das Feld in den Bereichen unterhalb der aktiven Elektroden praktisch nicht
vorhanden und daher nicht auf die dort vorzufindenden Zellen wirksam, die un-
terhalb der aktiven Elektroden liegen. Diese Bereiche befinden sich in unmittel-
barer Nahe eines elektrischen Leiters (der Elektroden) und daher auf3erhalb
eines nennenswerten Feldes. Daher sollten die Elektroden moglichst dinn sein
(beispielsweise 50pm) und die annahernd gesamte zellbewachsene Bodenfla-
che von der Elektrodenanordnung mit aktiven Bereichen aus Elektroden-
Isolator-Kombinationen bedeckt sein. Aktive Bereiche sind hier die Bereiche
unterhalb des isolierenden Materials zwischen entgegengesetzt gepolten Elekt-
roden. Hierdurch sind insbesondere im Querschnitt runde Geometrien der E-
lektrodenanordnung vorteilhaft, die so dimensioniert sind, dass sie in gangige
ZellkulturgefalRe nach ANSI-SBS-Standard (American National Standards Insti-
tute - Society for Biomolecular Sciences) passen.

Figur 1 c zeigt eine schematische Draufsicht auf die Unterseite einer weiteren
beispielhaften Ausflhrungsform einer erfindungsgemafen Elektrodenanord-
nung 17 mit stiftférmigen Elektroden 18. Da die Elektroden 18 jeweils einen
runden Querschnitt aufweisen, umfasst praktisch deren jeweilige gesamte Um-
fangsflache Flachen, die den entsprechenden Flachen der anderen Elektroden
18 gegenuberliegend angeordnet sind. Der Raum zwischen den stiftflérmigen

11
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Elektroden 18 ist bei dieser Ausfihrungsform daher vollstandig mit einem elekt-
risch isolierenden Material 19 ausgefullt, so dass nur die Stirnflachen der Elekt-
roden 18 an deren Unterseite frei liegen und mit der Umgebung in elektrischem
Kontakt stehen. Alle Elektroden 18 sind folglich jeweils auf inrer gesamten Um-
fangsflache elektrisch gegeneinander isoliert, so dass kein Strom Uber den
Raum zwischen den Elektroden 18 abflieRen kann. Der gesamte Strom flief3t
also auch bei der erfindungsgemaRen Elektrodenanordnung 17 durch den
Raum zwischen den Elektroden 18 und den (hier nicht sichtbaren) Zellen, so
dass bei der Verwendung einer nicht-permanenten Spannungsquelle (z. B.
Kondensator) die Spannung nur langsam abfallt und somit die Feldstarke fur die
Behandlung der Zellen Uber die Zeit sehr hoch ist.

Zu Versuchszwecken wurde eine erfindungsgemale Vorrichtung bzw. Elektro-
denanordnung aus wechselnden Lagen von Aluminiumfolien und 2 mm-
Isolatormaterial erstellt. Die verklebte Vorrichtung wurde als Anpassung an die
runden Geometrien der Kulturgefale (6-well, 12-well, 24-well) abgeschliffen
und am oberen Ende durch elektrisches Verbinden jeweils jeder zweiten Elekt-
rode auf zwei elekirische Anschllsse verschaltet. Im Anschluss wurde die Vor-
richtung entweder an einer horizontalen Linearschiene befestigt oder direkt
handisch in eine Kulturvertiefung eingefuhrt, in der adharent Zellen (hier HelLa-
Zellen) wachsen. Der Einfachheit halber wurde die Versuchsvorrichtung in die-
sem Fall mit den Elektroden auf den Kulturboden aufgesetzt, so dass von ei-
nem Abstand zwischen Zellen und Elektrodenaufbau von <1 mm ausgegangen
werden kann. Das Kulturmedium in dem Gefaly wurde zuvor durch 1 ml einer
Mischung von Lésungen (Nucleofector® Cell Line Solution R, Lonza) mit Plas-
mid-DNA (pmaxGFP®, Lonza, 2 ug/100 ul) ersetzt. Die alternierend zusammen
geschalteten Elektrodenfolien wurden daraufhin (ber einen Nucleofector® der
Firma Lonza mit verschiedenen Testimpulsen beschickt, die im Bereich von
Pulsen liegen, die auch bei der Verwendung von Einzelkuvetten mit 100 pl Vo-
lumen zur Anwendung kommen. Im Anschluss wurde die Vorrichtung aus der
Kulturvertiefung wieder entfernt und das Elektrolyt wieder durch Medium er-
setzt, um die Zellen weiter kultivieren zu kénnen. Der Einfachheit halber wurde
das L6sung-DNA-Gemisch in verschiedenen Vertiefungen wieder verwendet.

Analog wurde mit dem PetriPulser® der Firma BTX verfahren, nur dass auf-
12
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grund der fehlenden Isolatoren zwischen den Elektroden zur Erzeugung eines
vergleichbaren Fullstandes nach Einfuhren der Elektrodenvorrichtung 2 ml des
gleichen Losung-DNA-Gemischs eingeflllt wurde. Die Zellen wurden nach ei-
nem Tag mittels Durchflusszytometrie analysiert. Bei Verwendung des PetriPul-
sers® der Firma BTX mit annahernd gleichem Elektrodenabstand, also gleichen
Voraussetzungen fur die Generierung des elektrischen Feldes, sind nur sehr
sporadisch uberhaupt transfizierte Zellen zu finden (Figur 2a). Daruber hinaus
wurden hier Fehlermeldungen zur Uberstromabschaltung beobachtet, was ei-
nen Hinweis darauf liefert, dass der PetriPulser® aufgrund des nicht begrenzten
Stromflusses durch offene Zwischenraume zwischen den Elektrodenplatten flr
die Erzeugung ausreichend hoher elektrischen elektrischer Felder nicht geeig-
net ist. Dagegen konnten unter Verwendung der erfindungsgemalfen Vorrich-
tung 30 — 45 % der Zellen transfiziert werden (GFP-Expression, Figur 2b). Es ist
also klar ersichtlich, dass der erfindungsgemalle Aufbau adharente Zellen effi-

zient transfizieren kann.

Im Anschluss wurden die Zellen auf Uberleben, Morphologie und die Expressi-
on der eingebrachten genetischen Information untersucht. Fig. 3 zeigt einen
Vergleich von Zellen, die zum einen mittels der zu Figur 2b beschriebenen er-
findungsgemalien Vorrichtung und zum anderen mit dem PetriPulser® der Fir-
ma BTX entsprechend dem zu Figur 2a beschriebenen Verfahren transfiziert
werden. Es konnte gezeigt werden, dass die Zellen mit der erfindungsgemalien
Elektrodenanordnung mit hoher Effizienz und unter Wahrung einer hohen Viabi-
litat und morphologischen Integritat transfizierbar waren (Figuren 3a und 3b).
Die Ergebnisse lagen im von der Gro3enordnung her gleichen Bereich wie Ver-
gleichsdaten mit existierenden Protokollen fur diese Zellen bei der Transfektion
in Suspension. Nach der Behandlung mit dem PetriPulser® konnte zwar eine
etwas héhere Uberlebensrate festgestellt werden, jedoch keine nennenswerte
Transfektion (Figuren 3a und 3b).

Figur 4 zeigt eine perspektivische Ansicht der Unterseite einer beispielhaften
Ausflhrungsform einer erfindungsgemafiien Elektrodenanordnung 20. Die Elekt-
rodenanordnung 20 umfasst sieben Elektroden 21, welche im Folgenden in Be-

zug auf die Figuren 5 und 7 noch naher beschrieben sind. Die Elektroden 21
13
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sind in einer Halterung 22 angeordnet, die im Wesentlichen zylinderformig aus-
gebildet ist. Die Halterung 22 umfasst einen Grundkorper 23 und einen am obe-
ren Ende des Grundkoérpers 23 angeordneten Randbereich 24, wobei der Au-
Rendurchmesser des Randbereichs 24 grofRer als der Aulendurchmesser des
Grundkorpers 23 ist, so dass der Randbereich 24 nach aul’en Uber den Grund-
korper 23 hinausragt. Die Elektroden 21 sind zum groften Teil innerhalb des
Grundkorpers 23 angeordnet und liegen mit inrer unteren Stirnflache 33 an der
Unterseite 25 der Halterung 22 frei, so dass sie mit der Umgebung in Kontakt
stehen. Die einzelnen Elektroden 21 sind jeweils durch ein isolierendes Material
26 elektrisch voneinander getrennt, wobei das isolierende Material 26 in diesem
Ausflhrungsbeispiel den Raum zwischen den einzelnen Elektroden 21 voll-
standig ausfullt. Das isolierende Material 26 zwischen den sich jeweils gegenu-
berliegenden Flachen der Elektroden 21 gewahrleistet, dass beim Anlegen ei-
ner Spannung an die Elektroden kein Strom Uber den Raum zwischen den E-
lektroden 21 abflieRen kann, wenn die Elektroden 21 in eine elektrisch leitende
FlUssigkeit eingetaucht sind. Das isolierende Material 26 bewirkt vielmehr, dass
beim Anlegen einer Spannung an die Elektroden 21 Strom Uber die Stirnflachen
33 der Elektroden 21 flie3t und sich ein elektrisches Feld unterhalb der Unter-
seite 25 der Halterung 22 bildet. Da keine nennenswerten Strome Uber den
Raum zwischen den Elektroden 21 abflieRen kénnen, fallt die Spannung bei der
Entladung eines Kondensators oder einer anderen nicht-permanenten Span-
nungsquelle nur langsam ab, so dass uber die Zeit konstante und stabile Stro-
me flielRen, die ein flr die meisten biologischen Verfahren, beispielsweise die
Elektrotransfektion, ausreichend starkes elektrisches Feld Uber die Zeit der Ent-
ladung erzeugen. Die Elektrodenanordnung 20 ist insbesondere daflr vorgese-
hen, in ein zumindest teilweise mit Flussigkeit gefllltes Gefaly, beispielsweise
ein Reaktionsbehaltnis, eine Zellkulturschale oder ein ,Well* einer Multiwell-
Platte, eingesetzt zu werden, wobei dieses Gefal} eine Bodenflache aufweist,
an der lebende Zellen anhaften konnen. Die adharenten Zellen auf der Boden-
flache des Gefalles sind Ublicherweise mit einer geeigneten Flussigkeit, bei-
spielsweise einem Zellkulturmedium oder einer an die gewunschte elektrische
Behandlung adaptierten Losung, bedeckt, wobei die Elektrodenanordnung 20
beim Einsetzen in das Gefall zumindest einen Teil dieser Flussigkeit verdrangt.

Damit die Elektroden 21 mit ihren Stirnflachen 33 nicht direkt auf der Bodenfla-
14
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che des Gefalies und damit auf den Zellen aufliegen, weist die Unterseite 25
der Halterung 22 vier Abstandhalter 27 auf, die einen ausreichenden Abstand

der Elektroden 21 zur Bodenflache des Gefalles gewahrleisten.

Figur 5 zeigt eine perspektivische Ansicht der Elektrodenanordnung 20 gemaf
Figur 4, wobei in dieser Darstellung die innen liegenden Teile der Elektroden 21
sichtbar dargestellt sind. Es wird in dieser Darstellung deutlich, dass die Elekt-
roden 21 im Wesentlichen plattenformig ausgebildet sind, wobei die Dicke der
Elektrodenplatten sich in Richtung der Unterseite 25 der Halterung 22 verrin-
gert. Die freiliegenden Stirnflachen 33 der Elektroden 21, die mit der FlUssigkeit
in dem Gefald in Kontakt stehen, sind also wesentlich schmaler als die innerhalb
des Grundkorpers 23 angeordneten Teile der Elektroden 21. Dies hat den Vor-
teil, dass der Bereich unterhalb der jeweiligen Elektrode 21, innerhalb dessen
eine effektive elektrische Behandlung der Zellen aufgrund des zu schwachen
elektrischen Feldes nicht mdglich ist, minimiert wird. Am gegenuberliegenden
Ende mussen die Elektroden 21 dagegen eine grokere Dicke aufweisen, da sie
hier zur Herstellung eines ausreichenden elektrischen Kontakts effektiv kontak-
tiert werden mussen. Der elektrische Kontakt zu der jeweils verwendeten Span-
nungsquelle wird hierbei im vorliegenden Ausfiihrungsbeispiel Gber stiftformige
Kontaktelemente 28 hergestellt, die in verdickte Bereiche 29 der Elektroden 21
eingesetzt sind. Die Kontaktelemente 28 werden jeweils an ihrem dem Bereich
29 gegenuberliegenden Ende mittels einer geeigneten Kontaktvorrichtung elekt-
risch mit einer Spannungsquelle verbunden. Bei der Spannungsquelle kann es
sich beispielsweise um einen oder mehrere Kondensatoren handeln, der bzw.
die die kontrollierte Abgabe von Spannungsimpulsen ermoglicht bzw. ermogli-
chen. Die erzeugten Spannungsimpulse werden Uber die Kontaktelemente 28
an die Elektroden 21 weitergeleitet, so dass an der Unterseite der Elektroden
21, d. h. unterhalb der Unterseite 25 der Halterung 22, ein elektrisches Feld
entsteht, welches aufgrund des isolierenden Materials 26 zwischen den Elekt-
roden 21 auf den Raum zwischen den Zellen und der den Zellen zugewandten

Seite der Elektroden 21 begrenzt bzw. fokussiert ist.

Die erfindungsgemale Elektrodenanordnung 20 wird vorzugsweise im Spritz-

gussverfahren hergestellt. Dabei werden zunachst die Kontaktelemente 28 in
15
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ein geeignetes Spritzgusswerkzeug eingelegt und dann mit einem elektrisch
isolierenden Polymer umspritzt. In einem zweiten Schritt wird dann ein elekt-
risch leitendes Polymer eingespritzt, das die Elektroden 21 bildet. Alternativ
konnen die Elektroden auch aus einem Metall, vorzugsweise Aluminium, beste-
hen. Bei dieser Ausfuhrungsform werden zunachst die Metallelektroden in das
Spritzgusswerkzeug eingelegt und dann von einem elektrisch isolierenden Po-
lymer umspritzt. Bei dieser Ausfuhrungsform weisen die Metallelektroden vor-
zugsweise nach oben hinausragende Fortsatze auf, Uber welche die Elektroden

elektrisch kontaktiert werden konnen.

Figur 6 zeigt eine perspektivische Ansicht der Oberseite 30 der erfindungsge-
mahen Elektrodenanordnung 20 gemal Figur 4. Es wird hier deutlich, dass die
Kontaktelemente 28 nach oben aus dem Grundkéorper 23 herausragen. Die
Kontaktelemente 28 sind also bis auf die freiliegenden Enden 31 vollstandig von
dem elektrisch isolierenden Material des Grundkérpers 23 umgeben. Uber die
freiliegenden Enden 31 kdnnen die Kontaktelemente 28 mittels einer geeigne-

ten Vorrichtung elektrisch mit einer Spannungsquelle verbunden werden.

Figur 7 zeigt einen Langsschnitt durch die Elektrodenanordnung 20 gemaf’ den
Figuren 4 bis 6. In dieser Darstellung wird deutlich, dass sich der Durchmesser
der Elektroden 21 in Richtung der Unterseite 25 des Grundkdrpers 23 verjungt,
so dass die Flache unterhalb der Elektroden 21, innerhalb der sich nur ein un-
zureichendes elektrisches Feld ausbildet, minimiert wird. Am entgegengesetz-
ten Ende der Elektroden 21 befindet sich der Bereich 29 mit vergroflierter Dicke,
in den jeweils die Kontaktelemente 28 eingesetzt bzw. eingespritzt sind. Diese
besonders vorteilhafte Ausgestaltung gewahrleistet einen ausreichenden elekt-
rischen Kontakt zwischen den Kontaktelementen 28 und den Elektroden 21, so
dass eine effektive Weiterleitung der Spannungsimpulse von der Spannungs-
quelle bis zu den Elektroden 21 sichergestellt ist. Wenn die Elektrodenanord-
nung 20 in ein mit FlUssigkeit gefllltes Gefaly, an dessen Bodenflache lebende
Zellen anhaften, eingesetzt wird, sorgen die Abstandhalter 27 daflr, dass ein
optimaler Abstand zwischen der Unterseite der Elektroden 21 und den zu be-
handelnden Zellen eingestellt wird. Da der Raum zwischen den einander jeweils

gegenuber liegenden Flachen 32 der Elektroden 21 mit dem isolierenden Mate-
16



WO 2011/161092 PCT/EP2011/060312

rial 26 vollstandig ausgefullt ist, gelangt keine Flussigkeit zwischen die Flachen
32 der Elektroden 21, so dass kein Strom Uber den Bereich zwischen den Fla-
chen 32 der Elektroden 21 abflieRen kann. Auf diese Weise wird beim Anlegen
einer Spannung an die Elektroden 21 das elektrische Feld an der den Zellen
zugewandten Seite der Elektroden 21 konzentriert und auf den Raum zwischen
den Zellen und den Elektroden 21 begrenzt bzw. fokussiert. Auf diese Weise
konnen die Zellen sehr effektiv und unter relativ geringem Energieaufwand be-
handelt werden. Ein weiterer Vorteil der Erfindung liegt darin, dass die Elektro-
denanordnung 20 beim Einsetzen in das Gefald einen Teil der Flussigkeit ver-
drangt, da keine Zwischenraume zwischen den Elektroden 21 vorhanden sind.
Aus diesem Grund muss das Gefal nur mit einer geringen Menge Flussigkeit
gefullt sein, wodurch fur die Behandlung benétigte Losungen und Substanzen

eingespart und somit Kosten reduziert werden konnen.

Figur 8 zeigt die Abhangigkeit der Transfektionseffizienz vom Abstand der E-
lektroden zu den zu behandelnden Zellen jeweils mit unterschiedlich starken
Spannungsimpulsen. Transfektion bedeutet in diesem Zusammenhang das
Einbringen von Nukleinsdauremolekulen (hier DNA) in lebende Zellen mittels
elektrischer Spannungsimpulse. Wahrend bei relativ hohen Spannungen (AX-
19) nur eine geringe Abhangigkeit der Transfektionseffizienz vom Abstand zwi-
schen den Elektroden und den Zellen vorliegt, zeigt sich bei schwachen Span-
nungsimpulsen (A-5), dass die Transfektionseffizienz um so grofer wird, je ge-
ringer der Abstand zwischen den Elektroden und den Zellen ist. Mittelstarke
Spannungsimpulse (K-19) zeigen dagegen ein Optimum bei mittelgroRen Ab-
standen. Es wird also deutlich, dass der Abstand zwischen den Elektroden und
den Zellen einen in Abhangigkeit von der Starke der Spannungsimpulse mehr

oder weniger grolRen Einfluss auf die Transfektionseffizienz hat.
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Patentanspriiche

1.  Elektrodenanordnung (10, 17, 20), insbesondere zur Beaufschlagung von
adharenten Zellen mit mindestens einem elektrischen Feld, die
mindestens zwei Elektroden (12, 18, 21) umfasst, welche jeweils
mindestens eine Flache (16, 32) aufweisen, die der entsprechenden
Flache (16, 32) der jeweils anderen Elektrode (12, 18, 21)
gegenuberliegend angeordnet ist, dadurch gekennzeichnet, dass
zwischen den Flachen (16, 32) der Elektroden (12, 18, 21) zumindest
teilweise ein elektrisch isolierendes Material (11, 19, 26) angeordnet ist.

2. Elektrodenanordnung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass
mindestens drei, vorzugsweise mindestens 4 oder 5, insbesondere 6-12,
Elektroden (12, 18, 21) vorgesehen sind.

3. Elektrodenanordnung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
dass die Elektroden (12, 18, 21) platten- oder stiftfiormig ausgebildet sind.

4. Elektrodenanordnung nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch
gekennzeichnet, dass die Flachen (16, 32) Seitenflachen planparallel

angeordneter Elektrodenplatten sind.

5.  Elektrodenanordnung nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch
gekennzeichnet, dass die Flachen (16, 32) durch das isolierende Material
(11, 19, 26) vollstandig voneinander getrennt sind.

6. Elektrodenanordnung nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch
gekennzeichnet, dass der von den Flachen (16, 32) der Elektroden (12,
18, 21) begrenzte Raum zwischen den Elektroden (12, 18, 21) vollstandig
von dem isolierenden Material (11, 19, 26) ausgefullt ist.

7. Elektrodenanordnung nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch

gekennzeichnet, dass das isolierenden Material (11, 19, 26) ein
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10.

11.

12.

13.

thermoplastisches Polymer ist, vorzugsweise Polyvinylchlorid, Polystyrol,
Polypropylen, Polyethylen und/oder Polykarbonat.

Elektrodenanordnung nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch
gekennzeichnet, dass die Elektroden (12, 18, 21) aus Metall und/oder

einem elektrisch leitenden Kunststoff bestehen.

Elektrodenanordnung nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch
gekennzeichnet, dass die Elektrodenanordnung (10, 17, 20) an
mindestens einer den Zellen zugewandten Seite mindestens einen
Abstandhalter (27) aufweist.

Elektrodenanordnung nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch
gekennzeichnet, dass die Elektrodenanordnung (10, 17, 20) zum
Einsetzen in mindestens ein zumindest teilweise mit Flussigkeit gefllltes
Gefal (14) vorgesehen ist, vorzugsweise ein Gefal} (14), an dessen
Bodenflache (15) lebende Zellen anhaften, und dass das isolierende
Material (11, 19, 26) beim Einsetzen in das Gefal (14) zumindest einen
Teil der Flussigkeit verdrangt.

Elektrodenanordnung nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch
gekennzeichnet, dass die Elektroden (12, 18, 21) zumindest teilweise an

der Unterseite (25) einer Halterung (22) angeordnet sind.

Elektrodenanordnung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass
die Halterung (22) derart ausgebildet ist, dass sie in ein Reaktionsgefaf
eingesetzt oder auf dieses aufgesetzt werden kann, so dass die
Elektroden (12, 18, 21) mit dem Innenraum des Reaktionsgefalies in
Kontakt stehen.

Elektrodenanordnung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass
das Reaktionsgefald Teil einer Multiwell-Platte ist.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

Verwendung der Elektrodenanordnung nach einem der Ansprtche 1 bis
13 zum Beaufschlagen von adharenten Zellen mit mindestens einem
elektrischen Feld, insbesondere zur Elektroporation von adharenten
Zellen, vorzugsweise in Form mindestens einer Eintauchelektroden-

vorrichtung.

Verfahren zur Beaufschlagung von adharenten Zellen mit mindestens
einem elektrischen Feld, bei dem das elektrische Feld durch das Anlegen
einer Spannung an mindestens zwei Elektroden (12, 18, 21) erzeugt wird,
dadurch gekennzeichnet, dass das elektrische Feld an der den Zellen
zugewandten Seite der Elektroden (12, 18, 21) konzentriert und/oder auf
den Raum zwischen den Zellen und der den Zellen zugewandten Seite der
Elektroden (12, 18, 21) begrenzt wird.

Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass das
elektrische Feld auf den Raum zwischen den Zellen und einer
freiliegenden Stirnseite der Elektroden (12, 18, 21) begrenzt wird.

Verfahren nach Anspruch 15 oder 16, dadurch gekennzeichnet, dass zur
Konzentrierung und/oder Begrenzung des elektrischen Feldes elektrisch
isolierendes Material (11, 19, 26) zwischen den Elektroden (12, 18, 21)
platziert wird.

Verfahren nach einem der Anspriche 15 bis 17, dadurch gekennzeichnet,
dass die Elektroden (12, 18, 21) mit einer freiliegenden Stirnseite in
mindestens ein Gefall (14) eingebracht werden, an dessen Bodenflache
(15) die Zellen anhaften.

Verfahren nach einem der Anspriche 15 bis 18, dadurch gekennzeichnet,
dass die Wirkung des elektrischen Feldes auf die Zellen durch Einstellen
des Abstands zwischen den Zellen und den Elektroden (12, 18, 21)

optimiert wird.
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