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(57) Hauptanspruch: Vorrichtung zur Druckperfusion flr [ =
das Ziichten oder Behandeln von Zellen aufweisend eine
besagte Zellen enthaltende Bioreaktoreinheit (3, 12) und
ein mit dieser in Verbindung stehenden, mit einem in einem
Zylinder (50) in dessen Achsrichtung bewegbaren Kolben
(2) ausgestatteten Pumpmodul, welches ein in einem
Kreislauf stromendes Fluid diskontinuierlich durch den Bio-
reaktor befordert und stromaufwarts und stromabwarts mit
Ventilen (1A, 1B) zur Verhinderung einer Rickstrdmung
versehen ist,

dadurch gekennzeichnet, dass das Pumpmodul in oder an
der Bioreaktoreinheit integriert ist und so konstruiert ist,
dass

(i) der bewegliche Kolben (2) in Form eines ersten Magne-
ten (52) ausgebildet ist, und am Ende des Zylinders (50) ein
zweiter Magnet (51) angeordnet ist, der in Zusammenwir-
ken mit dem als Kolben fungierenden ersten Magneten (52)
diesen im Zylinder entlang der Zylinderachse hin und her
bewegt, oder

(i) der bewegliche Kolben (2) in Form einer Platte (6) aus-
gebildet ist, welche mittels Druckluft bewegt wird, wobei...
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung fir das
Zichten und/oder fur das Behandeln von Zellen, ins-
besondere einen Bioreaktor. Weiter betrifft die Erfin-
dung eine Vorrichtung zum Pumpen eines Fluides
durch eine Vorrichtung flir das Ziichten und/oder fir
das Behandeln von Zellen, insbesondere durch einen
Bioreaktor In der alteren Anmeldung des Erfinders
DE 199 35 643.2 ist ein Verfahren und eine Vorrich-
tung der eingangs genannten Art beschrieben.

[0002] Es hat sich nun herausgestellt, dass die Bil-
dung einer Zellschicht und das Zellwachstum deut-
lich verbessert wird, wenn man die Zellen einer
Druckbelastung aussetzt. Hierzu ist es aus der Praxis
bereits bekannt, einen Zellkulturraum z.B. durch ei-
nen Stempel, wie in US 6,060,306 beschrieben, me-
chanisch zu belasten. Neben dem hierflr erforderli-
chen konstruktiven Aufwand entspricht eine derartige
Belastung auf Grund der dadurch erzielten heteroge-
nen Druckverteilung nicht in-vivo-Verhaltnissen.

[0003] In US 5,928,945 wird hauptsachlich Uber
Scherspannung mittels Kulturmedium eine mechani-
sche Belastung von z.B. Knorpelzellen versucht.
Dies ist jedoch unphysiologisch da z.B. in Gelenkbe-
reichen keine derartigen Perfusionen auftreten.

[0004] In US 6,060,306 ist auch ein Apparat be-
schrieben, in dem ein Knorpelkonstrukt innerhalb ei-
ner Kultivierungskammer durch Bewegungen der Au-
Renwande wie in einem Blasebalg bewegt wird. Die-
se Bewegungsprozesse haben den Nachteil, dass
die Bewegungsmuster eine hohe mechanische Be-
lastung der Membranstrukturen bedingen. Dies fuhrt
dazu, dass die Membranen nach wenigen Tagen rei-
Ren und die Produkte unsteril werden und dadurch
fur die Implantationen nicht mehr geeignet sind. Wei-
terhin kdnnen die Membranen auf Grund der Bewe-
gungsmuster, die stédndig konvex-konkave Verfor-
mungen hervorrufen, auch nur entsprechend punktu-
elle und dadurch inhomogen verteilte Druckverfor-
mungen erzeugen. Dadurch kommt es zu Oszillatio-
nen im Kulturmediumbereich und Druck-Heterogeni-
taten im den biologischen Geweben im Bioreaktor.

[0005] Einzelne dieser Vorrichtungen haben ge-
meinsam, dass die Druckbelastungen bauartbedingt
in das Kulturgefal® fest integriert sind. Hierzu zahlt
z.B. auch der Bioreaktor nach Hoestrup et. al. (Tissue
Engineering Vol. 6, 1, 2000 pp. 75-79) fir Gefalte und
Herzklappen. Diese Modelle sind aufwendig in der
Konstruktion und teuer im Vertrieb, da das Pumpsys-
tem durch die Integration in den Bioreaktor komplett
mit dem zukunftigen Bioimplantat versandt werden
muss. Eine steriltechnische Trennung von dem Pum-
penkopf ist nicht vorgesehen.

[0006] Alternierende Druckquellen sind in verschie-

denen anderen Systemen, wie z.B. in WO 97/49799,
vorgesehen, aber nicht ndher ausgefihrt. In US
5,899,937 wird ein System beschrieben, das mittels
eines Exzenters Uber einen Stempel eine flissig-
keitsgefillte Blase komprimieren kann und dadurch
eine Entleerung des Beutels und einen Flussigkeits-
strom bewirkt. Ebenso ist eine Blase vorgesehen in
US 5,792, 603 (WO 97/49799). Hierbei handelt es
sich jedoch um ein System, bei dem die Gefalde offen
in einem Kulturgefa enden, wobei eine Durchmi-
schung intravasaler und extravasaler Flussigkeiten
erfolgt. Dies ist besonders nachteilig, wenn unter-
schiedliche Medienzusammensetzung intravasal und
extravasal bendtigt werden, um z.B. Wachstumsfak-
toren und chemotaktische Faktoren gerichtet anbie-
ten zu kénnen. Dies verhindert z.B. die Induktion ei-
ner gerichteten Migration von Myofibroblasten von
Besiedlungsort zu den AuRenseiten und stellt einen
erheblichen Nachteil im Besiedlungsprozess dar.
Ebenso wird die ortspezifische Rebesiedlung mit un-
terschiedlichen Zellpopulationen verhindert. Ebenso
kommt es hierdurch zu sofortigem Druckausgleich,
wodurch keine Mdglichkeit gegeben ist, unterschied-
liche Druckprofile im intravasalen und extravasalen
Raum zu erzeugen. In dem Bioreaktor nach Laube et.
al. ist die Klappenbeweglichkeit selbst beim Anlegen
von grof3en Volumenamplituden bereits dadurch ver-
hindert, dass die Klappenaulienwande durch Anna-
hen an dem Gehause fixiert werden mussen.

[0007] In den meisten Fallen jedoch wird der pulsa-
tile bzw. pulsartige Strom Uber eine peristaltische
Pumpe in herkémmlicher Weise erzeugt, wodurch die
Druckamplituden hinsichtlich der Volumenverande-
rungen gering sind, hohe flache Frequenzen aufwei-
sen und durch den andauernden Kneteffekt auch
hohe Belastungen fur den Schlauch im wochenlan-
gen Betrieb bedeuten. Hierzu zahlt z.B. Niklason et.
al., Science 4, 1999 vol 284 pp 489-492 oder EP
0320 441. Ferner beschreibt die DE 100 58 240 A1
einen Bioreaktor zur Herstellung biologischer Prothe-
sen und Implantaten, bei welchem mittels einer exter-
nen Pumpe ein flieRender und pulsierender Me-
dienstrom das Implantat umgibt. Die US 5,965,433
betrifft eine portable Vorrichtung zur Aufbewahrung
von transplantierten Organen unter Kiihlung in einem
durch Pressluft betriebenen Perfusionsverfahren. Die
DE 195 06 183 C1 beschreibt eine Fermentationsvor-
richtung zur Zichtung von Mikroorganismen. Hierbei
werden die Mikroorganismen in ihrer Nahrldésung
durch pulsierende Bewegung auf- und abwarts be-
wegt, wobei die Bewegung durch Anheben und Ab-
senken des Fermenterbodens mittels Druckluft und
einer Membran erfolgt. Weiterhin sind Vorrichtungen
beschrieben, wie z.B. in DE 199 15610 A1, die sich
insbesondere fir Gefalke und Herzklappen eignen
oder als implantierbare Pumpen fungieren (US
4,557,673; US 4,512,726).

[0008] Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung liegt
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darin, eine Vorrichtung bereitzustellen, welche die
oben beschriebenen Nachteile nicht aufweist. Es soll
ermoglicht werden, physiologische, homogene ein-
wirkende Druck- und Volumenamplituden in einem
Flussigkeitsvolumenstrom gleichermallen zu erzeu-
gen. Insbesondere sollen auch in dem bioartifziellen
Gewebe innerhalb des Bioreaktors in allen Bereichen
vollstandig homogene Druckverhaltnisse erzeugt
werden kénnen. Die Vorrichtung soll an die Druck-Vo-
lumen-Compliance des zu perfundierenden Sytems
regelbar adaptierbar sein. Die Vorrichtung soll modu-
lar sein, klein, Gewicht sparend, zuverlassig, mit
niedrigem Energieverbrauch und an beliebige zu per-
fundierende Systeme ankopplungsfahig bzw. kombi-
nierbar sein und den Volumenstrom nur minimal me-
chanisch oder gar nicht belasten, so dass es auch mit
Blut oder anderen belastungsempfindlichen Flissig-
keiten mit und ohne biologische Bestandteilen, wie
Zellen oder Proteinen, verbunden werden kann.

[0009] Erfindungsgemal wird diese Aufgabe durch
eine Vorrichtung nach Anspruch 1 geldst. Die abhan-
gigen Anspruche enthalten vorteilhafte Ausgestaltun-
gen der Erfindung.

[0010] Unter dem Begriff Fluid soll in der vorliegen-
den Beschreibung nicht nur Flussigkeiten, insbeson-
dere Blut, Nahrlésungen, Ole oder technische Lésun-
gen, sondern auch Gase verstanden werden.

[0011] Die vorliegende Erfindung wird im Folgenden
anhand bevorzugter Ausfiihrungsbeispiele unter Be-
zugnahme auf die beigefugten Zeichnungen naher
erlautert.

[0012] FEig.1 ist ein Ausflihrungsbeispiel der erfin-
dungsgemalen Vorrichtung, bei der als bewegliche
Platte 6 ein permanenter Magnet mit einer biokomp-
atiblen bzw. flussigkeitsdichten oder nicht erosiven
Umkapselung mit z.B. einer Kunststoffschicht aus Si-
likon oder Teflon 6' zugleich eine Abdichtfunktion
Ubernehmen kann. Ebenso kann eine Ummantelung
mit einem weiterem Metall (z.B. Titan, Edelstahl) er-
folgen. Hierzu ist ein Dichtring aus z.B. Teflon oder
Silikon kombinierbar. Wesentlich ist aber, dass durch
Integration einer Stromspule, an der alternierend Mi-
nus-Pole 7' oder Plus-Pole 7" erzeugt werden, ein
abwechselnd anziehendes bzw. abstoflendes Kraft-
feld auf den permanenten Magneten erzeugt werden
kann. Alternativ kénnen zu der Verwendung von per-
manenten Magneten auch paramagnetische Partikel
in die Platte 6 integriert werden, wodurch eine noch
verbesserte Ausrichtung hinsichtlich des Kraftfeldes
der Spule 7 erreicht werden kann. Der Vorteil des ma-
gnetischen Prinzips ist, dass aufwendige externe Mo-
toren oder Druckluft bzw. Vakuumsysteme, wie in
Kombination mit der Perfusiontechnik hier noch be-
schrieben, dabei aber entfallen kdnnen. Erst hier-
durch wird das gesamte Modul sehr klein, da das
Krafterzeugungs- bzw. das auf externe Krafte reagie-

rende Modul in das Bewegungsmodul integriert ist.
Es ist lediglich eine Stromquelle und eine herkdmmli-
che elektronische Steuerung erforderlich.

[0013] In der Fig. 2, welche ein weiteres Ausfih-
rungsbeispiel der erfindungsgemaflien Vorrichtung
darstellt, wird gezeigt, dass in die Platte 6 auch eine
eigene elektrische Spule 8 integrierbar ist, die mittels
elastischer Verbindungskabel an eine alternierend zu
7' und 7" gepolte Stromquelle 10" und 10" ange-
schlossen ist.

[0014] In der Fig. 3, welche ein weiteres Ausfih-
rungsbeispiel der erfindungsgemaflen Vorrichtung
darstellt, ist gezeigt, wie in den Kreislauf ein Knorpel-
zell-Knochenzellbioreaktor 12 integriert ist. Hierbei
kénnen auch Stammzellen integriert werden. Durch
den Einsatz eines Sperrventils 11 ist ein Druckan-
stieg in dem Bioreaktor gekoppelt mit einem Volu-
menstrom realisierbar. Dies ist besonders wichtig fur
die Differenzierung von Knorpel aber auch Knochen-
strukturen, sowie von Kombinationen z.B. unter Ver-
wendung von phasenreinen beta-Trikalziumphos-
phaten als Besiedlungsgrundlage.

[0015] Fig. 4 ist ein Ausfiihrungsbeispiel der erfin-
dungsgemalien Vorrichtung und zeigt, dass die Volu-
menveranderungen in dem Perfusionsmodul auch
durch die Verschiebung einer Platte 6 erreicht wer-
den kann, die Uber zwei Ventile 7A und 7B mittels
Druckluft und Vakuum alternierend bewegt werden
kénnen. Dies hat den Vorteil, dass die klassische und
aufwendige Stempeltechnik entfallt. Diese bendtigt
aullerdem einen zuséatzlichen dufleren Motor.

[0016] Die Fig. 5, welche ein weiteres Ausflihrungs-
beispiel der erfindungsgemafen Vorrichtung dar-
stellt, zeigt ein integratives System, in dem das mag-
netische Perfusionsprinzip in einen Bioreaktor fir die
Erstellung von Knorpelstrukturen integriert ist. Die
Zellkultur ist hierbei in einem herausnehmbaren Ein-
satz 13 angebracht. Fir die Entnahme des Einsatzes
kann der Bioreaktor bei 14 mittels z.B. eines Dreh-
oder Klammerverschlusses gedffnet oder geschlos-
sen werden.

[0017] Die Fig. 6, welche ein weiteres Ausflihrungs-
beispiel der erfindungsgemafen Vorrichtung dar-
stellt, zeigt den Einsatz des magnetischen Pumpme-
chanismus, um eine Membran zu bewegen und da-
durch einen Volumenstrom zu erzeugen.

[0018] In der Fig. 7, welche ein weiteres Ausfih-
rungsbeispiel der erfindungsgemaflien Vorrichtung
darstellt, ist die Verwendung des magnetischem
Pumpsystems gezeigt, um Flissigkeiten, wie z.B.
Blut, wassrige Losungen oder Gase, zu pumpen,
ohne dass ein Behandlungsmodul wie z.B. ein Zell-
kultursystem (z.B. ein Bioreaktor) versorgt wird. Eine
Anwendung ist z.B. eine extrakorporale Perfusion bei
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Herz-Lungenmaschinen oder zur Unterstitzung bei
Lebertransplantationsoperationen nach Hepatekto-
mie. Die bisherigen Rotationspumpen filhren zu
gleichmafigen Volumenstrémen, sind sehr teuer und
aufwendig in der Herstellung. Vorteil des Einsatzes
des erfindungsgemafen Pumpprinzips in der extra-
koporalen Perfusion ist die Wiederherstellung physi-
ologischer Druckamplituden. Diese sind wichtig fur
den Erhalt von Organfunktionen und die zellulare Dif-
ferenzierung insbesondere beim langerfristigen Ein-
satz.

[0019] In der Fig. 8, welche ein weiteres Ausfih-
rungsbeispiel der erfindungsgemafen Vorrichtung
darstellt, ist eine doppelseitige Pumpkammer ge-
zeigt. Die Platte 16 bewegt sich oszillierend in der
Kammer wobei die mit Klappen gekoppelten Auslas-
soffnungen 17' und 17" jeweils gegensinnig zu den
Einlass6ffnungen 18' und 18" gesteuert sind. In der
Mitte befindet sich wieder eine bewegliche Platte mit
einem permanentem Magneten, Paramagneten oder
durch Magnetismus beeinflussbaren Material oder ei-
ner Elektrospule.

Patentanspriiche

1. Vorrichtung zur Druckperfusion fir das Zich-
ten oder Behandeln von Zellen aufweisend eine be-
sagte Zellen enthaltende Bioreaktoreinheit (3, 12)
und ein mit dieser in Verbindung stehenden, mit ei-
nem in einem Zylinder (50) in dessen Achsrichtung
bewegbaren Kolben (2) ausgestatteten Pumpmodul,
welches ein in einem Kreislauf stromendes Fluid dis-
kontinuierlich durch den Bioreaktor befdérdert und
stromaufwarts und stromabwarts mit Ventilen (1A,
1B) zur Verhinderung einer Rickstrdmung versehen
ist,
dadurch gekennzeichnet, dass das Pumpmodul in
oder an der Bioreaktoreinheit integriert ist und so
konstruiert ist, dass
(i) der bewegliche Kolben (2) in Form eines ersten
Magneten (52) ausgebildet ist, und am Ende des Zy-
linders (50) ein zweiter Magnet (51) angeordnet ist,
der in Zusammenwirken mit dem als Kolben fungie-
renden ersten Magneten (52) diesen im Zylinder ent-
lang der Zylinderachse hin und her bewegt, oder
(ii) der bewegliche Kolben (2) in Form einer Platte (6)
ausgebildet ist, welche mittels Druckluft bewegt wird,
wobei diese durch eine Offnung am Ende des Zylin-
ders (50) mittels eines Ventilsystems (7A, 7B) steuer-
bar zu- und abgefihrt wird.

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der erste Magnet (52) ein perma-
nenter Magnet ist, und der zweite Magnet (51) eine
Elektromagnet ist, der durch alternierende Polung ein
abwechselnd anziehendes und abstoflendes Kraft-
feld auf den Permanentmagneten (52) ausibt und
diesen in Bewegung versetzt.

3. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der erste Magnet (52) ein Elekt-
romagnet ist und der zweite Magnet (51) eine Elekt-
romagnet ist, wobei die beiden Magnete alternieren-
de Polung zueinander besitzen.

4. Vorrichtung nach einem der Anspriche 1-3,
dadurch gekennzeichnet, dass der Kolben (2) elas-
tisch gelagert ist.

5. Vorrichtung gemaf Anspruch 4, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die elastische Lagerung ein elas-
tischer Balg (54) mit Falten, eine Druckfeder oder
eine Zugfeder ist.

6. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1-5,
dadurch gekennzeichnet, dass der Kolben (2) durch
Rollen und/oder Flihrungsschienen verschiebbar ge-
lagert ist.

7. Vorrichtung nach einem der Anspriche 1-6,
dadurch gekennzeichnet, dass der Zylinder (50) eine
Membran (15) aufweist, welche den Zylinderraum, in
dem sich der Kolben (2) bewegt, abdichtet.

8. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1-7,
dadurch gekennzeichnet, dass die Bioreaktoreinheit
(3, 12) ein Sperrventil (11) zur Erzeugung eines
Druckanstieges besitzt.

9. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1-8,
dadurch gekennzeichnet, dass ein Reservoir (4) fur
die Nahrlésung zur Versorgung der Zellen im Biore-
aktor vorhanden ist.

10. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1-9,
dadurch gekennzeichnet, dass ein Pufferbehalter
bzw. Druckausgleichsbehalter und/oder vorhanden
ist.

11. Vorrichtung nach einem der Anspriche 1-10,
dadurch gekennzeichnet, dass ein Sterilfilter (5) vor-
handen ist.

12. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1-11,
dadurch gekennzeichnet, dass der Kolben (2) mit
Kunststoff oder Metall ummantelt ist.

13. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1-12,
dadurch gekennzeichnet, dass die Bioreaktoreinheit
mit dem Pumpmodul mittels eines Dreh- oder Klam-
merverschlusses (14) verbunden ist.

14. Vorrichtung nach Anspruch 13, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Bioreaktoreinheit einen her-
ausnehmbaren Einsatz (13) aufweist, in dem sich die
zu zlichtenden Zellen befinden.

15. Verwendung einer Vorrichtung gemaf einem
der Anspriche 1-14 zur Kultivierung von Zellen —
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ausgenommen humane embrjonale Stammzellen —
unter Druckbeaufschlagung.

16. Verwendung nach Anspruch 15 zur Zichtung
von Knorpel — und Knochenzellen.

Es folgen 8 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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