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Fig. 1

(57) Abstract: The present invention relates to a
microbioreactor comprising a sample support (7)
for holding cells; a bypass (3) with a capillary
opening for feeding test reagent and/or for aerati-
on and ventilation of the microbioreactor; a pump
module (5) for perfusion of the microbioreactor
with test reagent and/or gas feeding and purging
of the microbioreactor; a transparent viewing win-
dow (2); and fluid channels (4) that form a circuit.
The invention further relates to a bioreactor-mi-
crotiter plate comprising a plurality of such micro-
bioreactors.

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfin-
dung betriftt einen Mikrobioreaktor bestehend aus
einem Probentriger (7) zur Aufhahme von Zellen;
einem Bypass (3) mit einer Kapillar6ffhung zur
Zugabe von Testreagenz und/oder zum Be- bzw.
Entliiften des Mikrobioreaktors; einem Pumpmo-
dul (5) zur Perfusion des Mikrobioreaktors mit
Testreagenz und/oder Be- bzw. Entgasen des Mi-
krobioreaktors; einem transparenten Sichtfenster
(2); und Fluidkanilen (4), die einen Kreislauf bil-
den. Die Erfindung betrifft weiterhin eine Biore-
aktor-Mikrotiter-Platte bestehend aus einer Viel-
zahl solcher Mikrobioreaktoren.
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Mikrobioreaktor

sowie Mikrotiter-Platte mit mehreren Mikrobioreaktoren

Die Erfindung betrifft im Allgemeinen kostengliinstig herzustel-
lende, vorzugsweise parallel anzuordnende mikrofluidische
Systeme zur Kultivierung von fortgeschrittener Zellkultur (3D
Kultur, Stammzellen etc.), die in jedem biotechnologisch und
biomedizinisch arbeitenden Labor sinnvoll eingesetzt werden
kénnen und zudem HTS-fdhig (HTS = High-Throughput-Screening)
sind. Solche Systeme sind prinzipiell geeignet, in der Wirk-
stoffsuche bei ADME/Tox Screenings eingesetzt zu werden und
welsen daher ein hohes Vermarktungspotential auf. ADME/Tox
Studien dienen der Untersuchung von Substanzen auf ihre Eigen-
schaften im (menschlichen) Organismus in Bezug auf Absorption,
Distribution, Metabolisierung, Exkretion und Toxizitat. Im
Speziellen betrifft die Erfindung einen Mikrobioreaktor mit
einem Probentrager, der z.B. eine Zellkultur tragt und von
einem Fluid durchstrémt wird. Von einem Mikrobioreaktor im
Sinne der Erfindung spricht man, wenn dieser (im statischen
Zustand) eine Medienmenge im unteren Milliliter- vorzugsweise
im Mikroliter-Bereich enthalt. AuBerdem bezieht sich die
Erfindung auf eine CellChip Anordnung bzw. Mikrotiter-Platte,

in welcher mehrere Mikrobioreaktoren integriert sind.

Fir vielfaltige Anwendungen in der Medizin und Pharmaforschung
oder in der Kosmetikindustrie ist die Kultivierung biologi-
schen Materials eine herausragende Aufgabe. Hierbei ist Zell-
material, das kdnnen Gewebeschnitte z.B. aus Biopsien oder
primadre Zellen, die aus Tieren oder Menschen gewonnen wurden,
Zelllinien oder gentechnisch verdnderte Zellen sein, mdglichst

so zu kultivieren, dass seine natiirliche Funktion und Lebens-
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fahigkeit beibehalten werden bzw. die angestrebte Funktion

moéglichst optimal umgesetzt wird.

Die Bandbreite der Anwendung reicht dabei vom Bereitstellen
von Testsystemen flir die Pharma- und Kosmetikforschung iber
die medizinische Forschung (z.B. die Stammzellforschung) bis
zur Produktion von Impfstoffen. Ein wichtiger Aspekt ist dabei
sowohl der sparsame Umgang mit wertvollem Zellmaterial als
auch die Bereitstellung vieler verschiedener paralleler

Ansiatze zum Durchtesten von unterschiedlichen Parametern.

In einem Gewebe missen Nahrstoffe und Substanzen zur Differen-
zierung (Botenstoffe) nicht nur iUber Diffusion, sondern auch
mit Hilfe von aktiven Transportmechanismen analog zum Blut-
kreislauf (und auch dem Lymphsystem) interzelluldr zu- und
abgefiihrt werden. Es hat sich gezeigt, dass hierbei die
Geometrie z.B. von Unterstiitzungssystemen, Gerilisten zur Ansie-
delung von Zellen, der Abstand und die Fihrung von fluidischen
Versorgungskanadlen sowie die Dichte, die Art und der Typus der
Zellbesiedelung wichtige Parameter sind, die iUber die erfolg-
reiche Kultivierung bzw. Herstellung von Gewebe im Tissue
Engineering entscheiden. Zudem ist die Induktion von Differen-
zierungsprozessen durch gezielte Wirkstoffabgabe in einem
Gewebe ein ungeldstes Problem, das bislang nur iber ,trial and

error™ Methoden getestet wird.

Fir die ordnungsgemdalRe Funktion eines Gewebes oder Organs sind
viele Parameter von Bedeutung. Um die Aufrechterhaltung von
Organ- und Gewebefunktionen in vitro zu gewdhrleisten, muss
nicht nur die korrekte molekulare, sondern vor allem auch die
korrekte makroskopische Architektur des Zellverbandes reprodu-
ziert werden. So ist bekannt, dass primdre Zellen haufig ihre

zelltypspezifischen (differenzierten) Funktionen verlieren,
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wenn sie als Monolayer kultiviert werden. Es sind deshalb
verschiedene Anstrengungen unternommen worden, Zellkultursys-
teme zu entwickeln, die die dreidimensionale in vivo Situation

des korrespondierenden Gewebes besser nachbilden.

Eine Moglichkeit besteht in der mikrofluidisch unterstiitzten
Kultivierung von Zellen in Monolayer- vorzugsweise aber in 3D-
Kultur auf diversen Tradgern. Dabei wird von 3D-Kulturen in
mikrostrukturierten Tradgern (3D-CellChips) ausgegangen, die
sich bereits in der Erprobung auch flir eine Langzeit-Kultivie-
rung befinden. Als 3D-CellChips wird dabei eine fladchige oder
drei dimensional ausgefiihrte Unterstiitzungsstruktur zur drei-
dimensionalen Kultivierung von Zellen, die vorzugsweise perfo-

riert ist und mit Medium durchstromt werden kann, bezeichnet.

Ein solcher 3D-CellChip (Tr&ager) ist z.B. aus der WO 93/07258
bekannt, wobei sich die GrdéBenordnungen flir die Stitzgeriste
in der fortgeschrittenen Zellkultur an den physiologischen
GroRen orientieren. Die HOhe des Stltzgeriistes fir Zellen in
einer dreidimensionalen Kultur, die von beiden Seiten versorgt
wird, sollte 300 pm nicht dUbersteigen, wenn die Zellschicht
nicht aktiv durchstrémt wird. Der Prototyp des 3D-CellChips
beherbergt auf einer Flache von 1 cm’ ca. 900 (30 x 30) Micro-
container mit den Dimensionen 300 x 300 x 300 um (L x B x H)
bei einer Wandstadrke von 50 pm. Der Boden besitzt Poren, die
einen ungehinderten Stoffaustausch schon bei Superfusion
gewdhrleisten, aber auch das Durchstrdimen des Zellverbandes

mit Medium erlauben (Perfusion).

Der Einsatz von Mikrosystemtechniken zur Herstellung von
Bioreaktoren hat sich als groBer Vorteil zur definierten
Kultivierung von fortschrittlichen Zellkulturen herausge-

stellt. Die experimentell notwendige Diversitat beziiglich
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verschiedener Zelllinien, Seren, Medien und Wirkstoffe kann
bkonomisch nur durch die Anwendung miniaturisierter Systeme

adressiert werden.

Aus der Dissertation von C. Augspurger (Leipzig 2007) ist
bekannt, dass derartige 3D-CellChips (d.h. Probentrager mit
3D-Kulturen) standardmédBig in Bioreaktoren mit einigen 25 ml
Volumen mit externen Pumpen als in sich geschlossene Systeme
betrieben werden. Diese Bioreaktoren sind jedoch nur einge-
schrankt fir Anwendungen u.a. in der Pharmaforschung einsetz-
bar, da sie nicht kompatibel zu den Schnittstellen der automa-
tisierten Labortechnik wie z.B. dem Mikrotiterplattenformat
(oder auch ,MTP footprint"™) sind. AuBlerdem ist es nicht
moéglich, zu diesen Bioreaktoren Testsubstanzen automatisch
zuzufihren. Sie sind zudem durch eine mangelnde Parallelisier-
barkeit charakterisiert. Ein weiteres Problem besteht darin,
dass das eingesetzte notwendige biologische Material bzw.
Volumen fir viele Aufgaben einfach zu grol ist, um sinnvoll

fliir parallele Ansdtze eingesetzt zu werden.

Fiir die angestrebte Miniaturisierung und Parallelisierung auf
einem MTP footprint ist das Format, Volumen bzw. die Konstruk-
tion der aus dem Stand der Technik bekannten Bioreaktoren
insbesondere fir Screening Anwendungen zu groll und aufwendig.
Aus Wintermantel: Dreidimensionale Zellkulturen; TUM Mittei-
lungen 4-2006 (Oktober 2006) ist das Einbringen von 3D struk-
turierten Polymeren oder Polymerschdumen in 24- oder 96-er MTP
als Supportstrukturen fir die 3D Kultivierung als passive
Systeme bekannt. Im Gegensatz zu den bisher bekannten Bioreak-
toren verfiigen diese Systeme aber {iber keine aktive Perfusion,
kein aktives Durchstrdmen des Gewebe- und Zellmaterials, stel-
len also ein unzureichendes Modell fir die Nachbildung der

Organe im lebenden Organismus dar.
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In der US 2007/0128715 Al ist ein Perfusionsgerdt beschrieben,
das einen Probentrager zur Aufnahme von Zellen besitzt. AuBer-
dem sind Eingangskandle vorhanden, Uber welche die Zellen mit
einem Substart versorgt werden kdonnen. Eine externe Pumpe kann
zu Verstarkung der Perfusion angeschlossen werden. Aufgrund
der erforderlichen externen Einheiten ist eine parallel Anord-
nung zahlreicher Perfusionsgerdte in einer integrierten
Einheit, insbesondere im Format einer Mikrotiter-Platte nicht

moéglich.,

Die US 2004/0229349 Al beschreibt u.a. ein Gerat fir die
mikrofluidische Behandlung und Detektion von Partikeln, wie
beispielsweise Zellen. Die Durchflutung von mehreren Zellkam-
mern wird z.B. von einer gemeinsamen peristaltischen Pumpein-
heit hervorgerufen, welche jedoch nicht naher erlautert wird.
Die Zellkammern stehen in fluidischem Kontakt, sodass die
vollig unabhangige Kultivierung unterschiedlicher Zellkulturen

in parallelen Zellkammern nicht méglich ist.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es deshalb, die aus dem
Stand der Technik bekannten Nachteile zu Uberwinden und einen
Mikrobioreaktor sowie ein miniaturisierbares, paralleles
Bioreaktorsystem flur die 3D-Zellkultivierung fir die Laborau-
tomatisierung bzw. das automatisierte High-Content-Screening
(HCS), also der automatischen Bestimmung vieler biologischer
und physikalischer Parameter, bzw. den sogenannten High-

Throughput-Screening (HTS) bereitzustellen.

ErfindungsgemdB gelingt die Losung dieser Aufgabe mit einem
Mikrobioreaktor nach Patentanspruch 1 bzw. einer Bioreaktor-

Mikrotiter-Platte nach Anspruch 15.
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Ein erfindungsgemaler Mikrobioreaktor besteht im Wesentlichen
aus einem Probentrdger zur Aufnahme von Zellen; einem Bypass

mit einer Kapillaréffnung zur Zugabe von Testreagenz und/oder
zum Be- bzw. Entliiften des Mikrobioreaktors; einem integrier-
ten Pumpmodul zur Perfusion des Mikrobioreaktors mit Testrea-
genz und/oder Be- bzw. Entgasen des Mikrobioreaktors; einem

transparenten Sichtfenster und Fluidkanadlen, die einen Kreis-

lauf bilden.

Eine erfindungsgemdlBe Bioreaktor-Mikrotiter-Platte besteht aus

einer Vielzahl von derartigen Mikrobioreaktoren.

Vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung sind in den

Unteranspriuchen angegeben.

Die Erfindung wird im Folgenden anhand von Zeichnungen naher

erlautert. In den Zeichnungen zeigen:

Fig. 1 - einen prinzipiellen Aufbau eines erfindungsgemalien
Mikrobioreaktors;

Fig. 2 - einen prinzipiellen Aufbau einer Membranpumpe;

Fig. 3 - mehrere Ansichten einer Peristaltikpumpe zur Veran-

schaulichung der Funktionsweise in mehreren Schrit-

ten;

Fig. 4 - eine perspektivische Explosionsdarstellung des prin-
zipiellen Aufbaus einer bevorzugten erfindungsgeméalen

Bioreaktor- bzw. CellChip-Mikrotiter-Platte.
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Im Folgenden werden zwel mdgliche Losungsvarianten zur
Konstruktion von Mikrobioreaktoren mit integrierten mikroper-
forierten Unterstiitzungsstrukturen unterschieden: die aktiven
bzw. davon unterschieden die passiven Systeme. Als aktive
Systeme werden solche Systeme bezeichnet, bei denen ein Fluid
durch eine im System integrierte Pumpe durch das System
gepumpt und somit eine CellChip-Struktur bzw. die darin kulti-
vierte Probe durchstrdomt wird. Passive Systeme hingegen
bezeichnen Systeme, bei denen CellChip-Strukturen bzw. Proben
in die Mikrobioreaktoren oder Kultivierungsgefale eingebracht
werden und Stromungen - falls Uberhaupt - durch externe

Pumpensysteme etc. realisiert werden.

In Fig. 1 ist ein erfindungsgemaler Mikrobioreaktor 1 in einer
prinzipiellen Ausfihrungsform dargestellt. Der Mikrobioreaktor
1 besteht aus einem integrierten Pumpmodul 5, das z.B. als
Membran- oder Peristaltikpumpe ausgefithrt sein kann, einem
Mediumreservoir 6 und einem Probentrager 7 (vorzugsweise ein
3D-CellChip) mit einer Probe, die von oben durch ein transpa-
rentes Fenster 2 beobachtet werden kann. Aufgrund des geringen
Abstands zwischen dem Fenster 2 und der Probe ist ein Mikro-
skopieren mit geringem Objektivabstand méglich. Uber einen
Bypass 3 kann von auBen in das System idber einen Fluidkanal 4
Testreagens eingebracht werden. Der Fluidkanal 4 bildet iber
das Pumpmodul 5 und das Reservoir 6 einen Kreislauf aus, durch
welchen das Fluid/Testreagenz gefdrdert wird, um die Probe am
Probentriager 7 zu durchstrdmen. Uber eine Zuleitung 8 kann ein
in den Mikrobioreaktor integriertes Pumpmodul 5 betrieben
werden, wobei eine pneumatische Aktivierung bzw. Ent- und
Begasung moglich sind. Beim Betrieb des Pumpmoduls 5 foérdert
die Pumpe das Fluid im Kreislauf, sodass die Zellkultur
(Probe) optimal mit dem Nahrstoffmedium bzw. dem Testreagenz

versorgt werden kann.
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In einer abgewandelten Ausfithrungsform kdnnen vorzugsweise flir
Anwendungen in der Kokultur zwei CellChips ibereinander gesta-

pelt in den Bioreaktor eingebracht werden.

Der Probentrdger 7 gestattet die zwei- oder vorzugsweise drei-
dimensionale Kultivierung von suspendierten oder aggregierten
Einheiten, vorzugsweise Zellen oder Geweben. Der Probentrager
kann dazu als Rickhaltemembran fiir suspendierte Zellen oder
als Zellkultursubstrat fir adhdrente Zellen gestaltet sein.
Fir adhédrente Zellen wird der Probentrdger vorzugsweise auf
ganzer Flache gefillt und nicht partiell, weil letzteres
vorrangig eine Umstromung aber weniger die gewiinschte Durch-

stromung der gefillten Flache zur Folge hatte.

In einer in Fig. 2 vereinfacht dargestellten Ausfihrungsform
des erfindungsgemalen Mikrobioreaktors ist eine Membranpumpe
als Pumpmodul 5 vorgesehen. Sie besteht aus einem Ventilblock
aus zwel gleichartigen Einzelteilen 9 und 10, die je nach
verwendetem Material auch untrennbar gefiigt sein kdnnen, wobei
fiir die Gewahrleistung der Funktion der Riuckschlagventile,
jeweils an einem Ventilsitz 11 eine besondere RBReschichtung
aufgebracht sein kann, die ein Verbinden an dieser Stelle
verhindert. Uber einen Zulauf 12 wird das Fluid eingesaugt,
wenn sich eine Pumpkammer 13 durch eine Deformation einer
Arbeitsmembran eines Kammergehduses 14 vergroBert. Beim
anschlieBenden Verkleinern des Kammervolumens wird das Fluid
an einem Ablauf 15 wieder herausbefdrdert. Im quasistatischen
Betrieb hat diese Pumpe nur eine Forderrichtung, welche durch
die Anordnung der Ventile vorgegeben ist. Das Pumpmodul 5 ist
derart in den Mikrobioreaktor integriert, dass eine parallele
bzw. matrixartige Anordnung zahlreicher Mikrobioreaktoren mit

Jjeweils integriertem Pumpmodul moglich bleibt.
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Bei einer geeigneten Wahl von Ventilklappen, KammergréoBe,
Membran und Fluid kann die zuvor erwdahnte Pumpe in Abhangig-
keit von der Ansteuerfrequenz vor- bzw. rlickwarts pumpen. Ein
weiterer Vorteil der Verwendung einer Membranpumpe liegt in
der aktiven Begasung des Mediums, da das Membranmaterial so
gewahlt werden kann, dass es fiir Gase permeabel ist. Das
Kammervolumen der Membranpumpe ist abhangig von der gewiinsch-
ten Forderrate und ist bei erfindungsgemalen Mikrobioreaktoren

vorzugsweise kleiner als 2ul.

In einer weiteren Ausfiihrungsform des erfindungsgemédBen Mikro-
bioreaktors ist eine Peristaltikpumpe als Pumpmodul 5 vorgese-
hen. Den Pumpzyklus der Peristaltikpumpe kann man grob in vier
Abschnitte einteilen, die in Fig. 3 dargestellt sind. Zuerst
wird Uber einer Arbeitsmembran 16 ein Unterdruck angelegt.
Infolge dessen Offnet sich ein Zulauf 17 der Pumpe und der
entstehende Unterdruck in der Pumpkammer wird durch das
Einstromen von dem zu forderndem Fluid ausgeglichen. Wenn der
anliegende Druck auf der Arbeitsmembran 16 den Umgebungsdruck
erreicht hat, ist das Ventil am Zulauf 17 wieder geschlossen.
Bei der weiteren Erhohung des Druckes auf die Arbeitsmembran
16 stromt das zuvor angesaugte Medium in Richtung eines
Ablaufs 18, da es auf Grund der Verdrangung fiir das Medium
keine weitere Moglichkeit gibt. Im letzten Schritt liegt
wieder der Ausgangszustand vor, d.h. am Ablauf 18 hat sich das
Ventil aufgrund elastischer Effekte wieder geschlossen. Damit
diese Art von Pumpe optimal arbeitet, wird sie in der N&ahe der
Resonanzfrequenz betrieben. Aufgrund der Phasenanderung beim
Durchlaufen der Resonanzfrequenz kann auch die Pumprichtung

umgekehrt werden.
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Um die Begrenztheit der aus dem Stand der Technik bekannten
Bioreaktoren und anderen Systeme zu Uberwinden, wird in einem
parallelen Format erfindungsgemall jedes Well, also jeder
Mikrobioreaktor, mit einer Mikropumpe versehen, die konstruk-
tionsgemal als pulsierendes System die Situation in einem
wirklichen Organismus (Herzschlag, Blutkreislauf) optimal

nachbildet.

Ein solches System wird im Folgenden als ,CellChip-Mikrotiter-
Platte™ (CellChip-MTP) oder Bioreaktor-Mikrotiter-Platte™ (BR-
MTP) bezeichnet. Eine CellChip-Mikrotiter-Platte besteht aus
einem Array von vorzugsweise voneinander unabhangigen Mikro-
bioreaktoren, die als aktive Systeme ausgefithrt sind. Kern-
stiick einer solchen CellChip-Mikrotiter-Platte ist mindestens
ein Mikrobioreaktor mit integrierter Pumpe vorzugsweise
bestiickt mit einem CellChip als Trager einer fortgeschrittenen
Zellkultur. Dabei ist die GroBe eines einzelnen Reaktors auf
einer BR-MTP durch das Rastermal einer Mikrotiter-Platte
bestimmt in der je nach Ausfihrung 6, 12, 24, 48, 96 oder mehr
Reaktoren parallel angeordnet sind. Das Medienvolumen, das
sich innerhalb eines einzelnen Bioreaktors befindet, wvariiert
somit je nach Menge der Reaktoren zwischen 100 upl und 25 ml,
vorzugsweise aber im unteren Milliliter-Bereich. Alle Kanédle
weisen vorzugsweise einen maximalen Querschnitt von unter 4mm?

auf.

Ein bei allen geschlossenen Systemen ungeldstes Problem
betrifft das automatische Einbringen von Testreagenz in das
System. Gerade bei parallelisierten Anordnungen auf dem MTP
footprint ist der Einsatz eines Pipettierroboters vorteilhaft,
was in geschlossenen Systemen jedoch unzureichend méglich ist.
In einem geschlossenen fluidischen System ist es normalerweise

nicht moglich, tber eine offene Kontaktstelle Fliissigkeit
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zuzudosieren. Das Fluidsystem ist Uber eine Kapillare, eine
Art Bypass, mit der Umgebung verbunden. Diese Kapillare
ermdglicht das Hinzufigen von kleinen Flissigkeitsmengen.
Erwartungsgemdl wiirde dies in einem vollstandig gefluteten
hydraulischen System nicht funktionieren. Da dieses System
iber elastische Elemente verfigt, kann es bis zu einem gewis-
sen Grad Flissigkeit aufnehmen. Die Menge der zugefiithrten
Fliissigkeit hangt von der GroBe der Kapillare und maximalen
Deformation der elastischen Elemente ab, d.h. der Innendruck
des Systems ist durch den Grenzflichendruck des Mediums zur
Umgebung begrenzt. Elastische Elemente im Sinne der Erfindung
kébnnen durch Fertigung des gesamten Systems aus einem elasti-
schen Material (z.B. Silikon) erzeugt werden. Auch die Membran
der Membranpumpe oder das gezielte Einbringen von Zonen mit
sehr geringen Wandstdrken kann in diesem Zusammenhang als
elastisches Element betrachtet werden. Auch eine gezielte
Oberfladchenstrukturierung fihrt zu elastischem Verhalten des

Systems.

Die Kapillare liegt in ihrer maximalen Dimension in der
GroBenordnung der Fluidkandle. In einer teilsterilen und
unsterilen Umgebung der BR-MTP kann ein Septum oder Sterilfil-
ter zum Verschluss der Kapillare zum Einsatz kommen. Das
Septum muss dabei in seiner GroéBe der Verwendung von marktiib-
lichen Injektionskaniilen geniigen. Bei einer Abtrennung durch
einen Sterilfilter sind dessen Dimensionen auch durch die
Dimension der Fluidkandle bestimmt. Das Filtermaterial muss
gegeniiber dem Testreagenz einen Kontaktwinkel von weniger als
90° und gegeniber dem Medium einen Kontaktwinkel von vorzugs-
weise groBer 90° aufweisen. Bel einem Filter im Sinne der
vorliegenden Erfindung muss es sich um eine Siebstruktur
handeln, die das Eindringen kontaminierender Partikel verhin-

dert (z.B. Bakterien, Zellen, Pilze, Staub,..). In einer steri-
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len Umgebung der BR-MTP kann die Kapillaréffnung auch unver-
schlossen sein. Hier ist die Dimension der Kapillaréffnung in
der GroBenordnung der Kandle, vorzugsweise aber in einem
Bereich <500um, zu wahlen. Die Kapillare muss so dimensioniert
sein, dass der Innendruck des Systems (hervorgerufen durch die
Pumpe) immer kleiner ist als der Krimmungsdruck des Meniskus,
der an der Kapillare entsteht. Auch die Abdeckung der Kapil-
lare mit einem einfachen Deckel ist Teil einer erfindungsgema-

Ben BR-MTP.

Erfindungsgemal konnen basierend auf der Konstruktion hochin-
tegrativer, paralleler Systeme mit aktiven Elementen zur
Perfusion von 3D Zellkultursystemen in verschiedenen Ausfiih-
rungsformen vorzugsweise mit integrierten Sensoren (pH, Oy,
COz, ..) aktive Systeme auf HTS Anlagen, d.h. analog zu MTPs,

realisiert werden.

Erste Versuchsanordnungen fokussieren auf ein 24well-
Reaktorsystem. Ein solches aktives System ist potentiell
transportfahig und wird gekapselt ausgefiithrt, also eine
CellChip-MTP mit integrierter Fluidik mit zundchst 24 unabhan-
gigen Bioreaktoren mit jeweils einer Offnung und einem Bypass
zur Zufihrung z.B. von Testreagenzien und deren Verteilung im

einzelnen Reaktor.

Dieses soll in einer Ausfiithrung den Transport eukaryotischer
Zellen vom Zellkulturlabor zum Anwender ermdglichen. Die Zellen
werden in diesem Fall nicht tiefgefroren, sondern verbleiben in
ihrer Kulturumgebung fliir eine optimale Kultur in einem Modul,
das in eine Transportbox eingeschoben wird. Der Transport von
einfachen Zellen ist sowohl in einfachen passiven als auch
aktiven Systemen moglich. Hierzu werden im einfachsten Fall die

3D-CellChips (Proben) gehaust und mit der geeigneten Carbogen-
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Mischung (0O, mit 5 % CO,) begast und vorzugsweise auf einer

einzustellenden gewlinschten Temperatur gehalten.

In einer weiteren Ausfihrungsform kann das komplette Array in
einem vereinfachten Fertigungsverfahren hergestellt und produ-
ziert werden. Eine solche Ausfihrungsform ist in Fig. 4
gezeigt. Diese Ausfiihrungsform der erfindungsgemialen Bioreak-
tor-Mikrotiter-Platte ist eine aktive 24 Wellplatte, bestehend
aus einer Grundplatte 22 mit Anschluss fiir die Druckzufuhr.
Eine Verteilerplatte 23 beinhaltet Kandle flir die Verteilung
der Antriebsdruckluft auf die 24 Kanale. Ein Pumpenhalter 24
nimmt die 24 Mikropumpen fir die einzelnen Wells auf. Eine
Rasterplatte 25 nimmt mehrere Trager 26 fir die CellChips auf.
Jeder Trager 26 stellt ein Kreislaufsystem des Mikrobioreak-
tors dar, welches der Aufnahme von Proben dient. Jedes Kreis-
laufsystem umfasst den Probentrager 7, die Fluidkanadle 4 und
ggf. das Medienreservoir 6. Die Rasterplatte und die Kreis-
laufsysteme kodnnen auch zu einem Bauteil vereinigt werden. Das
System wird mittels eines Deckels 27 abgeschlossen, in welchen
die Sichtfenster 2 und die Zugange zu den Bypdssen 3 vorgese-

hen sind.

Der komplette CellChip-MTP kann demnach aus bis zu funf
einheitlichen Formk&rpern produziert werden, wobei natiirlich
Zwischenstufen, bei denen z.B. die Membranen der einzelnen
Pumpen oder die Pumpen als Einzelelemente in einen Rahmen

gelegt werden, realisiert werden kdnnen.

In einer weiteren vorteilhaften Ausfiihrungsform wird entweder
durch chemische oder physikalische Oberfldchenmodifikation der
Fluidkanadle die Benetzung mit dem Fluid so optimiert, dass
Gasblasen dort keine Anheftungsmdglichkeiten haben oder dass

durch geometrische Minimierung relevanter Grenzflachen ebenso
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keine Gasblasen anheften kdénnen. Umgekehrt kdnnen in dem System

gerade solche Stellen definiert werden, die als Blasenfanger

dienen koénnen.

Die Integration von Strdmungssensoren ist in einer weiteren

Ausfihrungsform realisierbar.

Deckglédschen zur Abdeckung des Bioreaktors konnen vorzugsweise
als optisch transparente Sensoren, vorzugsweise aus dem

AlGaN/GaN Material, ausgefihrt sein. Das Sichtfenster besteht
vorzugsweise aus einem transparenten Sensor- und Funktionsma-
terial, insbesondere aus Materialien der Gruppe III - V Halb-

leiter.
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Bezugszeichenliste

1 - Mikrobioreaktor

2 - transparentes Fenster

3 - Bypass mit Kapillardéffnung

4 - Fluidkanal

5 - Pumpmodul

6 - Mediumreservoir

7 - Probentrager

8 - Zuleitung

9, 10 - gleichartige Bauteile einer Membranpumpe
11 - Ventilsitz in der Membranpumpe

12 - Zulauf der Membranpumpe

13 - Pumpkammer der Membranpumpe

14 - Kammergehduse mit Arbeitsmembran

15 - Ablauf der Membranpumpe

16 - Arbeitsmembran einer peristaltischen Pumpe
17 - Zulauf der peristaltischen Pumpe

18 - Ablauf der peristaltischen Pumpe

19 - Ruckstellfeder

20 - Pumpendeckel

21 - Pumpenkorper

22 - Grundplatte mit Anschluss fir eine Druckzufuhr
23 - Verteilerplatte

24 - Pumpenhalter

25 - Rasterplatte

26 - CellChip-Trager / Kreislaufsystem

277 - Deckel
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Patentanspriiche

1. Mikrobioreaktor (1) umfassend:
®¢ ecinen Probentrager (7) zur Aufnahme einer Probe,
insbesondere aus Zellen oder Geweben;
¢ ecin integriertes Pumpmodul (5) zur Perfusion des
Mikrobioreaktors mit einem Medium;
¢ Fluidkandle (4), die zur Schaffung eines Kreislaufs fir
das Medium mindestens an das Pumpmodul (5) und den

Probentrager (7) angeschlossen sind;

® ecinen Bypass (3) mit einer Kapillardffnung, der zur
Zugabe von Testreagenz und/oder zum Be- bzw. Entliiften
des Mikrobioreaktors an den Kreislauf der Fluidkanale (4)

angeschlossen ist;

® cin transparentes Sichtfenster (2), welches die Beobach-

tung der Probe gestattet.

2. Mikrobioreaktor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass er weiterhin ein Mediumreservoir (6) besitzt, welches

in den Kreislauf eingebunden ist.

3. Mikrobioreaktor nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich-

net, dass das transparente Sichtfenster (2) und der Bypass

(3) an einer Oberseite des Mikrobioreaktors angeordnet sind.

4., Mikrobioreaktor nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch
gekennzeichnet, dass der Probentridger ein 3D-CellChip ist
oder aus mehreren lUbereinander gestapelten 3D-CellChips

besteht.



WO 2009/121868 PCT/EP2009/053789

10.

17 -

Mikrobioreaktor nach einem der Anspriche 1 bis 4, dadurch
gekennzeichnet, dass das Pumpmodul (5) eine peristaltische
Pumpe mit einem Zu- bzw. Ablauf (17, 18) und einer Arbeits-
membran (16) ist, mit welcher eine Pumprichtungsumkehr

realisiert werden kann.

Mikrobioreaktor nach einem der Anspriche 1 bis 4, dadurch
gekennzeichnet, dass das Pumpmodul (5) eine Membranpumpe mit
zwel Rickschlagventilen (11) und einem Zu- bzw. Ablauf (12,

15) 1ist.

Mikrobioreaktor nach einem der Anspriche 1 bis 6, dadurch
gekennzeichnet, dass das Pumpmodul (5) eine permeable
Arbeitsmembran (16) besitzt, durch welche ein Be- bzw.

Entgasen des Mikrobioreaktors mdglich ist.

Mikrobioreaktor nach einem der Anspriche 1 bis 7, dadurch
gekennzeichnet, dass das Pumpmodul (5) eine Zuleitung (8)
besitzt, liber welche ein Betriebsmittel zur Betdtigung des

Pumpmoduls zugefihrt werden kann.

Mikrobioreaktor nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet,
dass die Zuleitung (8) an einer Unterseite des Mikrobioreak-

tors austritt.

Mikrobioreaktor nach einem der Anspriche 1 bis 9, dadurch
gekennzeichnet, dass die Oberfldchen der Fluidkanale (4)

grenzflachenminimierend ausgefihrt sind.
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Mikrobioreaktor nach einem der Anspriche 1 bis 10, dadurch
gekennzeichnet, dass sich unter- und/oder oberhalb des
Probentragers (7) eine Luftblasenfalle befindet, welche
Uber einen direkt zugefithrten Kanal beflillt oder entleert

werden kann.

Mikrobioreaktor nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet,
dass der zur Luftblasenfalle gefithrte Kanal einen
Verschluss besitzt, welcher insbesondere als ein Septum

ausgebildet ist.

Mikrobioreaktor nach einem der Anspriche 1 bis 12, dadurch
gekennzeichnet, dass das transparente Sichtfenster (2)

einen oder mehrere optisch transparente Sensoren umfasst.

Mikrobioreaktor nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet,
dass die optisch transparenten Sensoren AlGaN-Sensoren

sind.

Bioreaktor-Mikrotiter-Platte bestehend aus einer Vielzahl
von matrixfoérmig angeordneten Mikrobioreaktoren (1) gemal
einem der Anspriche 1 bis 14, deren durch ihre jeweiligen
Fluidkanale (4) gebildeten Kreislaufe unabhadngig voneinan-

der sind.

Bioreaktor-Mikrotiter-Platte nach Anspruch 15, dadurch
gekennzeichnet, dass die mehreren Mikrobioreaktoren (1) im
Raster einer Mikrotiter-Platte (vorzugweise 24 Well) ange-
ordnet sind und deren laterale AuRenabmale nicht

Uberschreiten.
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Bioreaktor-Mikrotiter-Platte nach Anspruch 15 oder 16,
dadurch gekennzeichnet, dass die Pumpmodule (5) aller
Mikroreaktoren (1) jeweils eine eigene Zuleitung (8) fir

die Zufuhr eines Betriebsmediums besitzen.

Bioreaktor-Mikrotiter-Platte nach Anspruch 17, dadurch
gekennzeichnet, dass die Zuleitungen (8) an eine gemeinsame

Versorgungseinheit gefihrt sind.

Bioreaktor-Mikrotiter-Platte nach einem der Anspriiche 15
bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass sie aus einem System
von Formteilen, welche zu einer Einheit zusammengesetzt
werden, besteht, wobeli die einzelnen Formteile eine Grund-
platte (22) mit Anschluss flir eine Antriebsdruckluftzufuhr,
eine Verteilerplatte (23) mit Kanalen flir die Verteilung
der Antriebsdruckluft, ein Pumpenhalter (24) zur Aufnahme
der einzelnen Pumpmodule (5), eine Rasterplatte (25) zur
Aufnahme einzelner Trager (26) und ein Deckel (27) sind,
wobei die Bestandteile jedes einzelnen Mikroreaktors (1)
auf den Pumpenhalte (24), die Trager (26) in der Raster-
platte (25) und den Deckel (27) verteilt sind.
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