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(54) BIOREAKTOR UND VERFAHREN ZUM KULTIVIEREN VON ZELLEN UND GEWEBEN

(57) Die Erfindung betrifft einen Bioreaktor (1)
fir Zell- und Gewebekultur zur mechani- 7
schen Stimulation und/oder Perfusion von 1\
Gewebe- bzw. Zellkulturen umfassend ein
Oberteil (3) und ein damit verbundenes
Unterteil (4) mit einer Gewebekuiturkam-
mer (8), wobei in der Gewebekulturkammer
(8) zumindest eine Verteilerplatte (12) an-
geordnet ist, sowie ein Verfahren zur Kulti-
vierung von Zellen und Geweben im Biore-
aktor (1).
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Zusammenfassung

Die Erfindung betrifft einen Bioreaktor (1) fiir Zell- und Gewebekultur zur mechanischen
Stimulation und/oder Perfusion von Gewebe- bzw. Zellkulturen umfassend ein Oberteil (3)
und ein damit verbundenes Unterteil (4) mit einer Gewebekulturkammer (8), wobei in der
Gewebekulturkammer (8) zumindest eine Verteilerplatte (12) angeordnet ist, sowie ein

Verfahren zur Kultivierung von Zellen und Geweben im Bioreaktor (1).

Fig. 1
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Die Erfindung betrifft einen Bioreaktor fiir Zell- und Gewebekultur zur mechanischen Sti-
mulation und/oder Perfusion von Gewebe- bzw. Zellkulturen umfassend ein Oberteil und
ein damit verbundenes Unterteil mit einer Gewebekulturkammer, sowie eine Verteilerplat-
te fiir Zell- und Gewebekulturen und ein Verfahren zur Kultivierung von Zellen und/oder

Geweben in einem Bioreaktor.

Fiir eine Vielzahl experimenteller Studien, wie z.B. Korrosionsstudien an rekonstruierter
Haut, Metabolismusstudien an rekonstruierter Leber, und Therapieverfahren, wie z.B.
Knorpeltransplantation nach Trauma des Knieknorpels, werden rekonstruierte Gewebe
verwendet. Ziel der Geweberekonstruktion ist der Aufbau eines funktionstiichtigen Gewe-
bes aus Einzelzellen, wobei die Gewebeeigenschaften denen im lebenden Organismus
moglichst nahe kommen sollen. Von Bedeutung sind hierbei der Erhalt des Differenzie-
rungsgrades der Zellen, die Prisenz mehrerer Zellschichten und einer extrazelluléiren Mat-
rix. Zur Geweberekonstruktion werden Petrischalen, Multiwellplatten, Zellkultureinsitze

und Bioreaktoren verwendet.

Die autologe Knorpeltransplantation (ACT) ist eine Methode zur Behandlung von Knor-
pelverletzungen. Hauptanwendungsgebiet der ACT ist die Behandlung von Knorpeldefek-
ten im Kniegelenk, wie sie durch Sportunfille entstehen kénnen. Hierbei werden durch
eine Biopsie spendereigene (autologe) Knorpelzellen gewonnen, teils unter Verwendung
eines Tragermaterials (Bsp.: Kollagen I-Gel) ex vivo kultiviert und dem Spender zur Repa-
ratur des Knorpeldefektes reimplantiert. Wihrend der ex vivo-Kultur kénnen die Knorpel-
zellen vermehrt werden, wodurch die zur Reparatur groBiflichiger Knorpeldefekte nétige
erhdhte Anzahl von Zellen verfligbar wird. Ein allgemein bekanntes Problem ist die Dedif-
ferenzierung der Knorpelzellen, welche mit dem Eintritt in die Zellvermehrung verbunden

ist. Nach Reimplantation konnen dedifferenzierte Knorpelzellen atypischen Knorpel bil- -
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den. Ein Beispiel hierfiir ist die Ausbildung von Faserknorpel nach Implantation dediffe-
renzierter Knorpelzellen in Defekte des Kniegelenkes. Im Gegensatz zum knietypischen
hyalinen Knorpel hilt Faserknorpel dem hohen Druck im Kniegelenk nur kurze Zeit stand.

Es kommt zum frithzeitigen Versagen des Implantates.

Gegenstand der Forschung sind Methoden, mit denen dedifferenzierte Knorpelzellen noch
vor der Implantation redifferenziert werden konnen. Neben der Verwendung von dreidi-
mensionalen Trégermaterialien stellt die Kultur in Bioreaktoren, insbesondere unter Zuhil-
fenahme organ- und gewebetypischer mechanischer Stimuli (Bsp.: Scherkrifte oder
rhythmische Kompressionen der zellbeladenen Trigermaterialien) einen Lsungsansatz fiir
das genannte Problem dar. Die Redifferenzierung dedifferenzierter Knorpelzellen durch

Applikation mechanischer Stimuli wurde mehrfach beschrieben.

Aus der DE4306661A1, DE10249903A1, US20060110822A1, DE10208311B4,
US006060306A sind Bioreaktorsysteme, bei denen das Zellkulturmedium relativ zur Kul-
tur bewegt und somit der Nahrstoffaustausch zwischen Kultur und Medium erhsht wird
(Perfusionsbioreaktoren), bekannt. Teilweise wird in diesen Systemen die Ausbildung von
hyaliner Knorpelsubstanz (Bsp.: Kollagen II-Synthese) durch den gezielten Einsatz von
Scherkriften angeregt (US5928945A, DE10249903A1, US20050095711A1).

Andere Bioreaktoren erméglichen die Applikation von Druck auf die zellbeladenen Tri-
germaterialien mittels eines Druckstempels (W02005040332A2, DE19808055B4,
DE102004012010A1/W0002005087912A3).

In der DE102004012010A1/W0002005087912A3 wird ein Bioreaktor beschrieben, der
aus einer Grundplatte, einer Deckplatte und einer handelsiiblichen Multiwell-
Gewebekulturplatte besteht. In Bohrungen der Grundplatte sind Kolben eingesetzt, welche
nach Art eines Stempels in das Well der darunter befindlichen Gewebekulturplatte ragen,
dort jedoch einen Raum, in dem ein Gewebe kultiviert werden kann, freilassen. Diese Ge-
webekulturkammer ist mit mehreren zu- und abfiihrenden Anschliissen fiir Medium und
Begasung versehen. Eine elastische Membran ist oberhalb der Kolben angeordnet, sodass
sich unterhalb der Membran ein steriler Bereich ausbildet. Durch Einleitung von Druckluft
kann eine Auslenkung der Kolben und somit eine Kompression des kultivierten Gewebes

erzielt werden.
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Die W02005040332A2 beschreibt einen Bioreaktor, der aus einem druckdicht verschlie3-
baren Reaktorraum besteht, in dem eine Ablagefliche fiir ein Gewebekonstrukt und ein
Miniaktuator Platz finden. Der Reaktorraum ist mit Anschliissen fiir eine Mediumzu- und -
abfuhr und Begasung versehen. Kultiviertes Gewebe kann durch Auslenkung des metalli-
schen Miniaktuators, vorzugsweise durch Applikation eines Magnetfeldes, komprimiert
werden. Ferner wird ein Verfahren zur Herstellung dreidimensionaler Zelltransplantate im

vorgenannten Bioreaktor beschrieben.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, einen Bioreaktor fiir die Kultivierung mit op-

timaler Nahrstoffversorgung von Zell- und/oder Gewebekulturen zur Verfligung zu stellen.

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung wird jeweils eigenstindig durch einen Bioreak-
tor, wobei zumindest eine Verteilerplatte in der Gewebekulturkammer angeordnet ist, so-
wie einer Verteilerplatte unter Anwendung mechanischer Stimulation und/oder Perfusion,
die Ausnehmungen, insbesondere Licher, Bohrungen, Durchbriiche und zumindest eine
Erhebung bzw. Vertiefung aufweist, und einem Verfahren zur Kultivierung von Zellen
und/oder Geweben in einem Bioreaktor umfassend die Schritte i) Einbringen der Zellen auf
eine Verteilerplatte in der Gewebekulturkammer, insbesondere Gewebelumen, ii) Versor-
gung der Zellen mit Kulturmedium, iii) mechanische Stimulation und/oder Perfusion, ge-
16st. Vorteilhaft dabei erweist sich, dass Zellen bzw. Gewebe differenziert bzw. dediffe-
renzierte Zellen redifferenziert werden konnen, weil durch die Applikation mechanischer
Stimuli, wie bspw. rhythmische Kompressionen, Druck-, Zug-, Scherkrifte, etc. auf die
Zellen der Verteilerplatte ausgeiibt werden und somit das native System, wie z.B. Knorpel,
Knochen, Sehnen, Binder, Haut, Endothelien, Blutgefife, im Korper eines Individuums
nachgeahmt wird. Durch Perfusion kann eine optimale Nihrstoffversorgung nachgeahmt
werden, wie sie unter nativen Bedingungen durch ein Gefiilsystem bewirkt wird und fiir
zahlreiche Gewebe, wie z.B. Lebergewebe und Haut, typisch ist. Dadurch kann bspw. au-

tologes Gewebe fiir eine Transplantation geziichtet bzw. vorbereitet werden.

Von Vorteil ist auch, dass das Verfahren und der Bioreaktor zur Herstellung groBflichiger
dreidimensionaler Gewebekonstrukte verwendet werden konnen. Der erfindungsgeméBe
Bioreaktor bietet sowohl die Moglichkeit der Mediumiiberstromung (beispielsweise geeig-
net fiir die Herstellung von Knorpelkonstrukten, Knorpel-Knochenkonstrukten, Sehnen,
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Binder, etc.) als auch der Mediumdurchstromung (beispielsweise geeignet flir die Herstel-
lung von Leberzellen bzw. Leberdquivalenten) und/oder der mechanischen Stimulation
sowie die Kombinationen dieser Mdglichkeiten bei kontinuierlicher Prozessfiihrung im
geschlossenen System. Ferner ist der Bioreaktor auch fiir die Rekonstruktion von Endothe-
lien und Hauttransplantaten, zur Herstellung von Gefé8prothesen und Rekonstruktion von
Blutgefiflen geeignet. Sofern mit dem erfindungsgemiBen Bioreaktor Blutgefifie bzw.
GefiiBBprothesen hergestellt werden, wird zur Generierung des Lumens der Gefifie vor-

zugsweise eine Hilfsstruktur im Bioreaktor verwendet.

Ein Vorteil gegeniiber dem in DE102004012010A1 beschriebenen Bioreaktor besteht fer-
ner im Loslésen vom Konzept des in die Wells einer Gewebekulturplatte ragenden Stem-
pels und der Einfiithrung einer groBflichigen, Druck applizierenden Verteilerplatte, um
grof} dimensionierte Gewebetransplantate, insbesondere im Durchmesser von >35 mm , zu

kultivieren.

Durch die Anordnung von Ausnehmungen, insbesondere Lécher, Bohrungen, Durchbriiche
in der Verteilerplatte wird ermdglicht, dass die Zellen bzw. das Gewebe mit Kulturmedium
nicht nur iiber-, sondern auch durch- bzw. iiber- und durchstrémt werden kénnen und somit
eine optimale Nahrstoffversorgung der Zellen unter anderem durch Diffusion stattfinden

kann.

Weiters ist vorgesehen, dass die Verteilerplatte zumindest eine Erhebung bzw. Vertiefung
aufweist, wodurch gewihrleistet wird, dass eine permanente Versorgung der Zellen bzw.
des Gewebes mit Kulturmedium stattfindet, da selbst bei Ausiibung von Druck bzw. bei
einer Kompression das Medium nicht zur Génze aus der Gewebekulturkammer, insbeson-

dere Medium- und Restmediumlumen, verdréingt wird.

Ferner weist der Bioreaktor im Ubergangsbereich von Ober- zu Unterteil eine vorzugswei-
se elastische Membran zur Aufteilung in eine Druck- und Gewebekulturkammer auf, wo-
durch eine Kombination aus elastischen und starren Elementen und einem Reaktorraum
(Gewebekulturkammer), der durch Vorliegén"verschiedener Zu- und Abfliisse verschiede-
ne Varianten des Mediumstroms erméglicht, vorliegt. Von Vorteil erweist sich zudem,

dass durch die Elastizit4t der Membran dem durch die Druckkammer ausgeiibten Druck
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nachgeben werden kann und somit das darunter liegende Gewebelumen komprimiert wird

und wieder in die Ausgangsstellung zuriickgeht.

In einer Weiterbildung ist vorgesehen, dass zumindest eine Deckplatte in der Gewebekul-
turkammer, vorzugsweise zwischen Membran und Verteilerplatte angeordnet ist, wodurch
eine gleichméBige Ubertragung der mechanischen Stimulation, wie z.B. des durch die
Druckkammer auf die Membran ausgeiibten Drucks, auf die Zellen bzw. das zu ziichtende
Gewebe ermoglicht wird. Zudem verhindert die Deckplatte das Kollabieren des Medium-

lumens sofern die Membran direkt auf die Verteilerplatte zum Liegen kéme.

Weiters ist vorgesehen, dass die Gewebekulturkammer zumindest eine Zu- und Abfluss-
einrichtung fiir das Kulturmedium aufweist, wodurch die Néhrstoffversorgung der Zellen
bzw. des Gewebes erméglicht wird und kontinuierlich Medium anher und wieder weg-

transportiert werden kann.

Weiters ist vorgesehen, dass die Gewebekulturkammer mehrere Lumen umfasst, insbeson-
dere ein Gewebelumen, ein Mediumlumen und gegebenenfalls ein Restmediumlumen,
wobei im Gewebelumen die zu ziichtenden Zellen bzw. das ziichtende Gewebe enthalten
ist, im Mediumlumen das fiir die Versorgung der Zellen bzw. des Gewebes zur Verfiigung
stehende Kulturmedium enthalten ist und im Restmediumlumen das abzutransportierende

Kulturmedium abtransportiert wird.

In einer Ausfiihrungsvariante ist das Gewebelumen zwischen einer oberen und einer unte-
ren Verteilerplatte angeordnet, wodurch die Néhrstoffversorgung tiber das Kulturmedium

optimiert werden kann.

Die Zuflusseinrichtung fiir das Kulturmedium kann in das Mediumlumen miinden, wobei
das Kulturmedium durch die Verteilerplatte gleichmaBig iiber die Zellen bzw. das zu ziich-
tende Gewebe verteilt wird und das biologische Material entweder iiber- oder durchstrémt

werden kann.

Die Abflusseinrichtung fiir das Kulturmedium miindet aus dem Restmediumlumen
und/oder aus dem Mediumlumen, wobei sowohl bei einer Uberstrémung als auch bei einer
Durchstromung des Gewebes bzw. der zu ziichtenden Zellen ein kontinuierlicher Abtrans-

port des Kulturmediums gewi#hrleistet wird.
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Vorteilhafterweise weist die Druckkammer zumindest eine Zufuhreinrichtung fiir Druck-
luft auf, wodurch Druck iiber die Druckkammer auf die darunter liegende Gewebekultur-

kammer ausgeiibt werden kann.

In einer Weiterbildung ist vorgesehen, dass zumindest ein elastisches Element in der Ge-
webekulturkammer, insbesondere im Gewebelumen angeordnet ist, das eine Kompression
der Zell- und Gewebekultur zuldsst und auch sichergestellt ist, dass sich das Gewebe bzw.
die Zellen nach Entfernen des Drucks wieder ausdehnen kénnen und der Druck bzw. die
Scherkrifte auf das Gewebe bzw. die zu ziichtenden Zellen nur intermittierend bzw. tem-
porér ausgeiibt wird, wie dies auch bei nativem Gewebe wie bspw. im Knorpel des Kniege-
lenks oder in Blutgefiflen, insbesondere Endothelien, aufgrund des Pulsierens des Blutes
verursacht durch Herz-Muskel-Kontraktionen vorkommt. Die Méglichkeit der Gelpolyme-
risation im Bioreaktor — die Verteilerplatte und das elastische Element, insbesondere der
elastische Ring, dienen hierbei als Gieform fiir das Sol — und der Verzicht auf ein exter-
nes Aussaatelement erh6hen die Anwenderfreundlichkeit und den Integrationsgrad des

Bioreaktorsystems.

Weiters ist vorgesehen, dass zumindest ein Widerlager in der Gewebekulturkammer ange-
ordnet ist, das die maximale Kompression festlegt, wodurch eine iiberméiBige Kompression
und womdglich Beschidigungen des zu ziichtenden Gewebes bzw. der zu ziichtenden Zel-

len verhindert wird.

Zwischen der oberen und der unteren Verteilerplatte kénnen das elastische Element und
zumindest ein Widerlager angeordnet sein, wobei einerseits durch das elastische Element
das bereits oben erwihnte Riickstellverhalten sichergestellt wird und andererseits durch das

Widerlager die maximale Kompression festgelegt ist.

In einer Weiterbildung ist vorgesehen, dass zumindest ein Abstandhalter im Restmedium-
lumen angeordnet ist, wodurch einerseits sichergestellt ist, dass die untere Verteilerplatte
beabstandet zum Anschluss angeordnet ist und die‘Zirkulation des Kulturmediums gewihr-
leistet werden kann und andererseits auch ein Reservevolumen geschaffen wird, um die
Variabilitit des Bioreaktors zu erhéhen, indem der Abstandhalter im Restmediumlumen

entfernt werden kann und somit das Gewebelumen vergréfert werden kann.
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In einer Ausfilhrungsvariante ist das Ober- und Unterteil iiber eine 15sbare Verbindung
miteinander verbunden, wodurch auf einfache Weise das zu kultivierende Gewebe bzw.
die zu kultivierenden Zellen direkt in das Gewebelumen des Unterteils eingebracht werden
konnen und nach Verbindung mit dem Oberteil unter sterilen Bedingungen weiter geziich-

tet werden kdnnen.

Das Unterteil kann iiber eine 16sbare Verbindung, insbesondere Gewinde, mit einem Sta-
tiv- und/oder Mediumreservoir verbunden sein, wodurch eine kontinuierliche Versorgung
mit Kulturmedium gewéhrleistet wird oder der Bioreaktor beabstandet von einer Oberflé-
che gehalten wird um beispielsweise hohere Temperaturstabilitit zu gewéhrleisten, die
sonst womdglich durch Abstellen bzw. Inkubation des Bioreaktors auf einer Oberfléche
nicht konstant gehalten werden kann, weil durch direkten Kontakt iiber die Oberfldche
Temperaturschwankungen viel rascher auf den Bioreaktor iibertragen werden. Ein weiterer
Vorteil besteht in der sicheren und anwenderfreundlichen Integration des Mediumreser-
voirs in das geschlossene Bioreaktorsystem, wobei der Bioreaktor mittels eines im Unter-
teil befindlichen Gewindes auf einer Mediumflasche befestigt wird, und somit gleichzeitig
als Mediumreservoir als auch als Stativ des Systems fungiert, welches somit als vollsténdig

geschlossen anzusehen, leicht zu transportieren und zu manipulieren ist.

Als Stativ- und/oder Mediumreservoir kann eine Kulturmediumflasche dienen, womit ein
geschlossenes Bioreaktorsystem bestehend aus dem Bioreaktor selbst und der Kulturmedi-
umflasche gebildet werden kann und somit die Kontaminationsgefahr bei Zufiihrung des
Kulturmediums aus einem externen Reservoir vermindert wird. Ferner kann die Medium-
kulturflasche vor Wiederverwendung autoklaviert werden und lediglich der Bioreaktor

ausgetauscht werden.

Weiters ist vorgesehen, dass die Zu- und Abflusseinrichtung iiber Schlduche mit dem Me-
diumreservoir verbunden ist, wodurch eine geschlossene Verbindung hergestellt wird und

dadurch ebenfalls das Kontaminationsrisiko ausgeschlossen werden kann.

Weiters ist in einer Weiterbildung vorgesehen Sensoren, insbesondere Durchflusssensoren,
dO, Sensoren, pH-Wert Sensoren, etc. in den Schléduchen zu integrieren, wodurch unter-
schiedliche Parameter bestimmt werden kdnnen wie bspw. das Durchflussvolumen, der

Anteil gelosten Sauerstoffs oder der pH-Wert des Kulturmediums, das kontinuierlich zir-
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kuliert. Sobald ein Grenzwert erreicht wird, konnen Vorkehrungen getroffen werden um

einen definierten Zielwert wieder zu erreichen.

Es ist vorgesehen, dass die zumindest eine Erhebung bzw. Vertiefung der Verteilerplatte
radial, zentral und/oder konzentrisch angeordnet ist, wodurch das Kulturmedium selbst bei
mechanischer Stimulation, wie z.B. Druck- oder Zugapplikation, ungehindert iiber bzw.

durch die Verteilerplatte flieBen kann.

In einer Ausfithrungsvariante ist vorgesehen, dass mehrere Erhebungen in Form von Ste-
gen radial voneinander beabstandet angeordnet sind, wodurch eine gleichmiBige Vertei-
lung des Kulturmediums iiber das zu ziichtende Gewebe bzw. die zu ziichtenden Zellen
ermdglicht wird und zudem ein Kollabieren des Mediumflusses verursacht durch die

Membran verhindert wird.

In einer Weiterbildung ist eine Erhebung zentral angeordnet und davon sind beabstandet
Radialstege bis zur konzentrischen Erhebung angeordnet, wodurch sowohl eine Uberstro-
mung als auch eine Durchstrémung mit Kulturmedium des zu ziichtenden Gewebes ermog-

licht wird.

In einer alternativen Ausfithrungsform ist vorgesehen, dass eine Erhebung zentral ange-
ordnet ist und zumindest eine weitere Erhebung randstindig radial angeordnet ist, wodurch
wiederum eine kontinuierliche Versorgung des zu ziichtenden Gewebes bzw. der Zellen

mit Kulturmedium stattfinden kann.

Weiters kann zumindest ein Kanal fiir die Zufuhr des Kulturmediums angeordnet sein,
wodurch die Zufuhr des Kulturmediums zur Verteilerplatte und somit zu den zu ziichten-

den Zellen und zu dem zu ziichtenden Gewebe stattfinden kann.

Weiters ist vorgesehen, dass das Kulturmedium iiber eine Zuflusseinrichtung zur Gewebe-
kulturkammer transportiert wird und iiber eine Abflusseinrichtung das Gewebe verlisst,
womit eine Versorgung mit Kulturmedium des zu ziichtenden Gewebes bzw. der zu ziich-

tenden Zellen gewihrleistet wird.

Die Versorgung der Zellen und/oder Gewebe mit Kulturmedium kann permanent erfolgen,

womit kontinuierlich frisches Kulturmedium zugefiihrt werden kann.
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Das Kulturmedium kann die Verteilerplatte entweder durch- oder iiberstrémen oder durch-
und iiberstromen, womit eine gleichméBige Versorgung mit Nahrstoffen sowohl durch
Diffusion als auch durch Perfusion gewihrleistet wird und somit ein gleichméaBiges

Wachstum der zu ziichtenden Zellen bzw. des zu ziichtenden Gewebes stattfinden kann.

Zum besseren Verstidndnis der Erfindung wird diese anhand der nachfolgenden Figuren

néher erldutert.

Es zeigen jeweils in stark vereinfachter schematischer Darstellung:

Fig. 1 einen Bioreaktor 1 mit Kulturmediumflasche 2;

Fig. 2 einen Bioreaktor 1;

Fig. 2a weitere Ausfithrungsvariante des Bioreaktors 1;

Fig. 3 eine Explosionsdarstellung eines Bioreaktors 1;

Fig. 4 a, b, ¢, d und e verschiedene Ausfiihrungsvarianten einer Verteilerplatte 12.

Einfiihrend sei festgehalten, dass in den unterschiedlich beschriebenen Ausfithrungsformen
gleiche Teile mit gleichen Bezugszeichen bzw. gleichen Bauteilbezeichnungen versehen
werden, wobei die in der gesamten Beschreibung enthaltenen Offenbarungen sinngeméf
auf gleiche Teile mit gleichen Bezugszeichen bzw. gleichen Bauteilbezeichnungen {iber-
tragen werden konnen. Auch sind die in der Beschreibung gewihlten Lageangaben, wie
z.B. oben, unten, seitlich usw. auf die unmittelbar beschriebene sowie dargestellte Figur
bezogen und sind bei einer Lagednderung sinngemiB auf die neue Lage zu iibertragen.
Weiters konnen auch Einzelmerkmale oder Merkmalskombinationen aus den gezeigten
und beschriebenen unterschiedlichen Ausfithrungsbeispielen fiir sich eigensténdige, erfin-

derische oder erfindungsgeméfe Losungen darstellen.

Samtliche Angaben zu Wertgbereichen in gegenstindlicher Beschreibung sind so zu ver-
stehen, dass diese beliebige und alle Teilbereiche daraus mit umfassen, z.B. ist die Angabe
1 bis 10 so zu verstehen, dass sdmtliche Teilbereiche, ausgehend von der unteren Grenze 1

und der oberen Grenze 10 mitumfasst sind, d.h. sémtliche Teilbereich beginnen mit einer
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unteren Grenze von 1 oder gréBer und enden bei einer oberen Grenze von 10 oder weniger,
z.B. 1 bis 1,7 oder 3,2 bis 8,1 oder 5,5 bis 10.

Die vorliegende Erfindung betrifft einen Bioreaktor 1 fiir die Kultivierung und Ziichtung
von Zellen bzw. Geweben bei gleichzeitiger mechanischer Stimulation und/oder Perfusion.
Die mechanische Stimulation kann durch Druck, Zug oder Scherkrifte bewirkt werden.
Vorzugsweise werden im Bioreaktor 1 dreidimensionale Zell- und Gewebekulturen zur
Geweberekonstruktion geziichtet. Der beschriebene Bioreaktor 1 kann zur Herstellung ver-
schiedener kiinstlicher Gewebe, so zum Beispiel zur Herstellung kiinstlichen Knorpels im
Rahmen der autologen Knorpeltransplantation verwendet werden. Weitere Anwendungs-
moglichkeiten sind Knochen bzw. Knorpel-Knochentransplantate, Sehnen, Binder, Haut,
Gefalle, etc.

Verschiedene Ausfithrungsvarianten des erfindungsgeméfen Bioreaktors

Fig. 1 zeigt eine Ausfithrungsvariante des Bioreaktors 1 mit einer Kulturmediumflasche 2

fiir die Geweberekonstruktion im geschlossenen Zustand.

Diese Ausfiihrungsvariante des Bioreaktors 1 besteht aus einem Oberteil 3 und einem Un-
terteil 4. Das Oberteil 3 umschlieft eine Druckkammer 5, welche auf einer Seite von einer
elastischen Membran 6 begrenzt ist und durch eine Offnung 7 mit Druckluft beaufschlagt
werden kann. Das Unterteil 4 umschliefit eine Gewebekulturkammer 8. Es ist mit dem O-
berteil 3 verbunden, vorzugsweise durch ein Gewinde 9, wodurch die elastische Membran
6 eingeklemmt und die Druckkammer 5 dicht gegen die vom Unterteil 4 eingeschlossene

Gewebekulturkammer 8 verschlossen wird.

In Fig. 2 sind weitere Details der ersten Ausfiihrungsvariante des Bioreaktors 1 dargestellt.
Diese Ausfiihrungsvariante des Bioreaktors 1 umfasst ferner ein Widerlager 10, beispiels-
weise einen oberen Abstandhalter um die maximale Kompression in der Gewebekultur-
kammer 8 festzulegen. Ein elastisches Element 11, insbesondere ein elastischer Ring oder

eine Feder sichern die Riickstellung in die Ausgangsposition.

Weiters ist zumindest eine Verteilerplatte 12, vorzugsweise mit Ausnehmungen 13, ange-
ordnet. Die Verteilerplatte 12 kann z.B. einen gelochten Boden aufweisen. Zwischen der

Verteilerplatte 12 und der Deckplatte 14 ist das Gewebelumen 15 angeordnet.
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Ferner umfasst die Gewebekulturkammer 8 neben dem Gewebelumen 15, wo das zu kulti-
vierende Gewebe bzw. die zu kultivierenden Zellen angesiedelt sind, ein Mediumlumen
16, wo Kulturmedium antransportiert wird und gegebenenfalls ein Restmediumlumen 17,

wo Kulturmedium abtransportiert wird.

In jener Ausfiihrungsform, wie sie in Fig. 2 dargestellt ist, wird das Gewebelumen 15 zwi-
schen einer oberen und einer unteren Verteilerplatte 12 gebildet. Angrenzend an das Ge-

webelumen 15 ist das Restmediumlumen 17 angeordnet.

Zur Beabstandung der unteren Verteilerplatte 12 vom Boden des Restmediumlumens 17 ist

ein Abstandhalter 18 angeordnet.

Zwischen der oberen Verteilerplatte 12 und der Deckplatte 14 ist das Mediumlumen 16

angeordnet, in welches das Kulturmedium gelangt.

Ein System zufithrender Kanile 19, welches iiber einen Schlauch 20 geschlossen ist und
eine Schlauchpumpe 21, erméglichen den Eintrag von Kulturmedium in die Gewebekul-
turkammer 8 des Unterteils 4, insbesondere in das Mediumlumen 16 benachbart zur oberen

Verteilerplatte 12.

Ein System abfithrender Kanile 22, welches iiber einen Schlauch 20 geschlossen ist, er-
moglicht das AbflieBen von Kulturmedium aus dem Restmediumlumen 17 des Unterteils -
4. Ein Austausch (Diffusion) von Nahrstoffen und Metaboliten zwischen dem durch das
Mediumlumen 16 der oberen Verteilerplatte 12 strémenden Kulturmedium und einem im
Gewebelumen 15 befindlichen Gewebe wird durch die Offnungen 7 im Boden der oberen

Verteilerplatte 12 ermdglicht.

Alternativ zur Variante des Mediumiiberstrémens, kann das im Gewebelumen 15 befindli-
che Gewebe von Kulturmedium durchstrdmt werden. Fiir diese Betriebsart des Bioreaktors
1 werden die mediumabfithrenden Kanile 22 mit Blindverschliissen geschlossen und der
Anschluss 23 zur Mediumabfuhr ge6ffnet. Auch ein Umschalten zwischen beiden Be-
triebsarten (Uber- und Durchstrémen) bei kontinuierlicher Prozessfiihrung ist moglich und
kann fiir Gewebe, deren mechanische Eigenschaften (Bsp.: Durchstrombarkeit) sich wéh-

rend der Reifung in der Zellkultur &ndern, eingesetzt werden.
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Die dargestellte Ausfiihrungsvariante erlaubt es den Bioreaktor 1 mittels eines Gewindes 9
(Bsp.: GL45-Gewinde) auf eine Kulturmediumflasche 2 aufzuschrauben. Die Kulturmedi-
umflasche 2 dient somit als Mediumreservoir und als StandfuBl des geschlossenen Systems.
Die mediumzufiihrenden und -abfiihrenden Kanile 19, 22 des Bioreaktors 1 kénnen mit
Schlduchen 20 verbunden sein, die in das Mediumreservoir 24 der Kulturmediumflasche 2
eintauchen. Ein gasdurchléssiger Filter, insbesondere Sterilfilter 25, kann zum Gasaus-
tausch zwischen dem abgeschlossenem Bioreaktorsystem und der Umgebungsatmosphére
(Bsp.: Innenraum eines. Zellkulturinkubators) eingesetzt werden. Durch den kontinuierli-
chen Betrieb als geschlossenes System und die damit verbundene Sicherstellung steriler
Gewebekulturbedingungen wird der Bioreaktor 1 den Anforderungen der Good Manufac-
turing Practise-Richtlinie der WHO gerecht. Die Schlauchverbindungen im System der
mediumzufiihrenden und —abfiithrenden Kanile 19, 22 kénnen zur Integration von Senso-
ren (Bsp.: Durchflusssensoren, dO2-Sensoren, pH-Sensoren) unter Erhalt des geschlosse-

nen Charakters des Mediumkreislaufs im Bioreaktor genutzt werden.

Die dargestellte Ausfithrungsvariante des Bioreaktors erlaubt die Applikation von Druck-
impulsen und Scherkriften auf das in der Gewebekulturkammer 8, insbesondere im Gewe-
belumen 15, kultivierte Gewebe. Hierfiir kann durch Einleitung von Druckluft in die
Druckkammer 5 ein Uberdruck erzeugt werden, welcher durch die elastische Membran 6
tiber die Deckplatte 14 auf die obere Verteilerplatte 12 und von dieser weiter auf das in der
Gewebekulturkammer 8 befindliche Gewebe iibertragen werden. Die Auflage der oberen
Verteilerplatte 12 auf einem elastischen Element 11, insbesondere Ring, ermdglicht deren
Bewegung nach unten, hin zum kultivierten Gewebe, jedoch nur soweit, bis sie auf dem als
Anschlag fungierenden, soliden oberen Widerlager 10, insbesondere oberen Abstandhalter,
aufliegt. Weniger die Stéirke des aufgebauten Uberdrucks (Bsp.: 0,2 - 0,5 Bar), sondern
vielmehr die Hohendifferenz zwischen elastischem Ring und oberem Abstandhalter be-
stimmt prézise, in welchem Malle das kultivierte Gewebe komprimiert wird. Die darge-
stellte Ausfiihrungsvariante des Bioreaktors 1 erlaubt die Applikation von Druckimpulsen
und Scherkriften ohne Unterbrechung des Mediumflusses.

In einer alternativen in Fig. 2a dargestellten Ausfiihrungsvariante kann das zu ziichtende
Gewebe bzw. die zu ziichtenden Zellen auch auf einer Verteilerplatte 12 angeordnet sein

und nicht wie in Fig. 1 und 2 dargestellt zwischen zwei Verteilerplatten 12. So kann bei-
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spielsweise das Gewebelumen 15 direkt an das Mediumlumen 16 anschlieBen und von
einer Deckplatte 14 begrenzt sein. Die Anordnung der Druckkammer 5 entfillt, weil bei-
spielsweise iiber einen Stempel intermittierend Druck auf die Deckplatte 14 ausgeiibt wer-
den kann und dieser auf das Gewebe bzw. die Zellen im Gewebelumen 15 iibertragen wird.
Die Beweglichkeit der Deckplatte 14 kann beispielsweise durch eine Dichtung aus elasti-
schem Material im Verbindungsbereich mit dem Bioreaktor 1 erzielt werden. Durch die

Austibung von Druck wirken automatisch auch Scherkrifte auf die Zellen.

Ferner ist in Fig. 2a die Ausfithrungsvariante ohne unteren Abstandhalter 18 unter der Ver-
teilerplatte 12 im Restmediumlumen 17 dargestellt. Durch Entfernen dieses Abstandhalters
18 kann das Gewebelumen 15 vergroflert und das Restmediumlumen 17 verkleinert wer-

den.

Figur 3 zeigt eine Ausfiihrungsvariante des Bidreaktors fiir die Geweberekonstruktion im
geoffneten Zustand wihrend der Einbringung eines zellbeladenen Collagen I-Sols in den
Bioreaktor 1. Selbstverstéindlich konnen die Zellen auch ohne Triiger, also in Suspension,

oder auf anderen Trégern eingebracht werden.

In das sterile, mit einem sterilen unteren Abstandhalter 18, einer sterilen unteren Verteiler-
platte 12, einem sterilen Widerlager 10, insbesondere oberen Abstandhalter, und einem
sterilen elastischen Elementfl 1, wie z.B. Ring versehene Unterteil 4 des Bioreaktors 1 kann
mit einer Pipette 26 unter Einhaltung steriler Bedingungen ein zellbeladenes Collagen I-
Sol eingefiillt werden. Nach Ubergang des Collagen I-Sols in den Gelzustand fiillt es das
gesamte Gewebelumen 15, aus. Die Gewebekulturkammer 8, insbesondere das Gewebe-
lumen 15, kann durch Auflegen einer sterilen oberen Verteilerplatte 12 und einer sterilen
elastischen Membran 6 und durch Aufschrauben des Bioreaktor-Oberteils 3 dicht ver-

schlossen werden.

Andere Anwendungsbeispiele sind die Einbringung zellbeladener Vlies- und Fasermateria-
lien, zellbeladener pordser Strukturen und zellbeladener Komposite aus gel-, vlies-, faser-

artigen und/oder porSsen Trigermaterialien in die Gewebekulturkammer 8.

Durch Variation der Abmessungen des Widerlagers 10, insbesondere des oberen Abstand-

halters, des elastischen Elements 11, wie des Rings, und des unteren Abstandhalters 18
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konnen unter Ausnutzung des vorliegenden Volumens im Restmediumlumen 17 sowohl
Dicke und Durchmesser des kultivierten Gewebes, als auch die Stérke einer eventuell ap-
plizierten mechanischen Stimulation, z.B. Kompression, Scherkraft, etc., eingestellt wer-

den.

Fig. 4a-e zeigen Ausfithrungsvarianten der oberen Verteilerplatte 12 des erfindungsgema-

Ben Bioreaktors 1.

Bei der ersten Variante in Fig. 4a kann einstromendes Kulturmedium durch einen Kanal 27
aufgenommen werden und durch die Ausnehmungen 13 im Boden nach unten abgegeben
werden. Stege 28 sind radial angeordnet, um eine gleichmiBige Verteilung des Kulturme-
diums zu erzielen. Ein Durchstrémen des auf der Verteilerplatte 12 bzw. zwischen den
Verteilerplatte 12 befindlichen kultivierten Gewebes wird ermdglicht. Bei Variante a ver-
hindern die dicht angeordneten Stege 28 das Kollabieren des mediumdurchstrémten Medi-
umlumens 16 der Verteilerplatte 12 wihrend der mechanischen Stimulation, z.B. wihrend
des Druckimpulses. Die Stege 28 verhindern auch, dass sich die elastische Membran 6 bei
Ausiibung mechanischer Stimulation dicht an die Verteilerplatte 12 bzw. das darauf be-
findliche Gewebe anlegt und somit die Ausnehmungen 13 verschlie3t, womit die Versor-

gung mit Kulturmedium unterbrochen wire.

In Variante b der Verteilerplatte 12, wie in Fig. 4b dargestellt, kann Kulturmedium durch
einen Kanal 27 aufgenommen und durch einen zweiten Kanal 27 wieder abgegeben wer-
den. Nahrstoff- und Metabolitdiffusion zwischen dem {iberstrémenden Kulturmedium und
dem unter der Platte befindlichen Gewebe werden durch Ausnehmungen 13 im Boden der
Platte erméglicht. Sowohl Variante a, als auch Variante b konnen Druckimpulse aufneh-
men und auf das darunter liegende Gewebe iibertragen. Bei Variante b in Fig. 4b wird die-
se Funktion von einer soliden Scheibe 29 mit Auflagepunkten am Rand und im Zentrum,

also den Erhebungen 30, der Verteilerplatte 12 iibernommen.

Eine dritte Ausfithrungsvariante ¢ der Verteilerplatte 12 ist in Fig. 4c dargestellt. Die Erhe-
bungen 30 sind spiralartig angeordnet. Zudem ist eine zentrale Erhebung 30 dargestellt,
wobei die Verteilerplatte 12 auch ohne diese Erhebung 30 funktioniert, weil die spiralartig
angeordneten Stege 28 deren Funktion iibernehmen konnen.
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Fig. 4d zeigt eine weitere Ausfiihrungsvariante der Verteilerplatte 12, wobei optional eine

Erhebung 30 zentral angeordnet ist und davon beabstandet einzelne Stege 28.

In Fig. 4e ist eine laminare Anordnung der Erhebung 30 auf einer Verteilerplatte 12 darge-
stellt. Die Erhebungen kénnen gleichmiBig tiber die Verteilerplatte 12 oder im Randbe-

reich dichter und in Zentrumsnihe weniger dicht angeordnet sein.

Weitere Ausfithrungsvarianten der Verteilerplatte 12 sind denkbar, wobei diese den Medi-
umstrom iiber und/oder durch das kultivierte Gewebe lenken und gleichzeitig eine mecha-
nische Stimulation, wie Druckimpulse, Zug- und oder Scherkriifte auf das kultivierte Ge-

webe tibertragen kénnen.

Die Ausfiihrungsbeispiele zeigen mégliche Ausfithrungsvarianten des Bioreaktors 1 und
der Verteilerplatte 12, wobei an dieser Stelle bemerkt sei, dass die Erfindung nicht auf die
speziell dargestellten Ausfithrungsvarianten derselben eingeschrinkt ist, sondern vielmehr
auch diverse Kombinationen der einzelnen Ausfithrungsvarianten untereinander moglich
sind und diese Variationsmdglichkeit aufgrund der Lehre zum technischen Handeln durch
gegenstéindliche Erfindung im Kénnen des auf diesem technischen Gebiet titigen Fach-
mannes liegt. Es sind also auch sémtliche denkbaren Ausfithrungsvarianten, die durch
Kombinationen einzelner Details der dargestellten und beschriebenen Ausfiihrungsvariante

mdglich sind, vom Schutzumfang mit umfasst.
Anwendungsgebiete
Anwendungsgebiete des erfindungsgemifen Bioreaktors 1 sind:

(1)  die Knorpelrekonstruktion im Rahmen einer autologen Knorpeltransplantation
(ACT),

2) die Rekonstruktion von Knorpel fiir Forschungszwecke,

(3)  die Herstellung von Knorpel-Knochen-Konstrukten zur Transplantation in Knorpel-
Knochen-Defekten,

(4)  die Herstellung von Knorpel-Knochen-Konstrukten fiir Forschungszwecke,
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(5)  die Herstellung dreidimensionaler Leberidquivalente fiir toxikologische, pharmazeu-

tische und biologische Untersuchungen,
(6)  die Herstellung und Rekonstruktion von Bindern, Sehnen, etc.,

(7)  die Herstellung und Rekonstruktion von Zwischenwirbelscheiben, insbesondere der
Zellen des Anulus fibrosus,

(8)  die Herstellung und Rekonstruktion von Hauttransplantaten,

(9)  die Herstellung und Rekonstruktion von Blutgefiien, insbesondere Endothelien, fiir
GefiBprothesen und Geféitransplantate, und

(10)  andere Anwendungen aus dem Bereich des Tissue Engineerings mit dem Ziel, ein

dreidimensionales Gewebe zu rekonstruieren.
Anwendungsbeispiel 1

Im ersten Anwendungsbeiépiel werden primére Chondrocyten aus dem Knieknorpel eines
jungen Schweins gewonnen und fiir 14 Tage in einem 3%igen Kollagen 1-Gel in
DMEM/Ham’s F12-Medium mit 50 pg/ml Ascorbat-2-phosphat und 10% FCS im Biore-
aktor kultiviert. Wahrend der gesamten Kulturdauer wird mit Kulturmedium iiberstrémt.
Nach der Kultivierung werden Kollagen IT und Aggrecan immunzytochemisch nachgewie-
sen. Beide Proteine sind Markerproteine fiir hyalinen Knorpel. Ein Teil der Gewebekon-
strukte wird nach einwdchiger unbelasteter Kultur einem einwéchigen mechanischen Be-
lastungsprogramm unterworfen. Die unbelastete Kultur zeigt geringe Immunreaktivitit
gegen Kollagen II (Kollagen II rot, Zellkerne blau) und Aggrecan (Aggrecan rot, Zellkerne
blau). Demgegeniiber fordert die Kompression die Bildung von Kollagen II (Kollagen II
rot, Zellkerne blau) und Aggrecan (Aggrecan rot, Zellkerne blau). Im Bioreaktor 1 mit me-
chanischer Belastung kann demnach ein Knorpelkonstrukt generiert werden, dessen extra-
zelluldre Matrix der eines hyalinen Knorpels entspricht. Der Dedifferenzierung der pri'méi-

ren Chondrocyten wird entgegen gewirkt.

Anwendungsbeispiel 2

N2008/08400




e (2] ®0e® 9000 L]
.

-17-

Im zweiten Anwendungsbeispiel werden primére Chrondrozyten aus dem Knieknorpel
eines jungen Schweins gewonnen, in dreitéigiger Monolayer-Kultur dedifferenziert und
anschlieBend fiir drei Wochen in einem 3%igen Kollagen I-Gel in DMEM/Ham’s F12-
Medium mit 50 pg/ml Ascorbat-2-phosphat und 10% FCS im Bioreaktor kultiviert. Wih-
rend der gesamten Kulturdauer wird das Kollagengel mit Kulturmedium {iberstrémt und im
Intervall von 12 Stunden fiir zwei Stunden mit einer Frequenz von 0,5 Hz rhythmisch
komprimiert. Im Kontrollexperiment wird ein Kollagengel fiir drei Wochen kultiviert, mit
Medium iiberstromt, aber keiner mechanischen Kompression ausgesetzt. Nach der Kulti-
vierung werden Kollagen IT und Aggrecan immunzytochemisch nachgewiesen. Beide Pro-
teine sind Markerproteine fiir hyalinen Knorpel. Die unbelastete Kultur des Kontrollexpe-
riments zeigt geringe Immunreaktivitit gegen Kollagen II und Aggrecan. Demgegeniiber
fordert die Kompression die Bildung von Kollagen II und Aggrecan. Durch mechanische
Stimulation im Bioreaktor kénnen demnach dedifferenzierte primire Chondrozyten redif-

ferenziert werden und Merkmale eines hyalinen Knorpels ausbilden.

In der Fig. 4b, 4c, 4d und 4e sind weitere und gegebenenfalls fiir sich eigenstidndige Aus-
fiihrungsform der Verteilerplatte 12 gezeigt, wobei wiederum fiir gleiche Teile gleiche
Bezugszeichen bzw. Bauteilbezeichnungen wie in der vorangegangenen Fig. 4a verwendet
werden. Um unnétige Wiederholungen zu vermeiden, wird auf die detaillierte Beschrei-

bung in den vorangegangenen Fig. hingewiesen bzw. Bezug genommen.

Der Ordnung halber sei abschlieBend darauf hingewiesen, dass zum besseren Verstéindnis
des Aufbaus des Bioreaktors 1 und der Verteilerplatte 12 diese bzw. deren Bestandteile

teilweise unmaBstéiblich und/oder vergroBert und/oder verkleinert dargestellt wurden.

Die den eigenstindigen erfinderischen Losungen zugrundeliegende Aufgabe kann der Be-

schreibung entnommen werden.

Vor allem konnen die einzelnen in den Fig. 1, 2, 2a, 3, 4a-¢ gezeigten Ausfiithrungen den
Gegenstand von eigensténdigen, erfindungsgeméifBen Losungen bilden. Die diesbeziigli-
chen, erfindungsgeméfBen Aufgaben und Losungen sind den Detailbeschreibungen dieser

Figuren zu entnehmen.

N2008/08400



oe *® ooce o900 co
L e e o e L LN 4

. * e ¢ oo o o * 0 @
° [ L4 . e [ d e o0
[ ] LN ] . [ ) .
L X ] os eoe [ ] L X 4 [ ]

Bezugszeichenaufstellung

W LW N =

[ JANoR- IS e

11

13
14
15

16
17
18
19
20

21
22
23
24
25

26
27
28
29
30

Bioreaktor
Kulturmediumflasche
Oberteil

Unterteil
Druckkammer

Membran

Offnung
Gewebekulturkammer
Gewinde

Widerlager

Elastisches Element
Verteilerplatte
Ausnehmung
Deckplatte
Gewebelumen

Mediumlumen
Restmediumlumen
Abstandhalter
Kanal

Schlauch

Pumpe

Kanal

Anschluss
Mediumreservoir
Filter

Pipette
Kanal
Steg
Scheibe
Erhebung
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Patentanspriiche

1. Bioreaktor (1) fiir Zell- und Gewebekultur zur mechanischen Stimulation
und/oder Perfusion von Gewebe- bzw. Zellkulturen umfassend ein Oberteil (3) und ein
damit verbundenes Unterteil (4) mit einer Gewebekulturkammer (8), dadurch gekenn-
zeichnet, dass in der Gewebekulturkammer (8) zumindest eine Verteilerplatte (12) ange-

ordnet ist.

2. Bioreaktor (1) nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Verteiler-
platte (12) Ausnehmungen (13), insbesondere Lécher, Bohrungen, Durchbriiche, aufweist.

3. Bioreaktor (1) nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die
Verteilerplatte (12) zumindest eine Erhebung (30) bzw. Vertiefung aufweist.

4, Bioreaktor (1) nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet,
dass im Ubergangsbereich von Ober- (3) zu Unterteil (4) eine Membran (6) zur Aufteilung

in eine Druckkammer (5) und die Gewebekulturkammer (8) angeordnet ist.

5. Bioreaktor (1) nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,

dass die Membran (6) elastisch ist.

6. Bioreaktor (1) nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet,
dass das Oberteil (3) zumindest eine Deckplatte (14) umfasst.

7. Bioreaktor (1) nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet,
dass die zumindest eine Deckplatte (14) in der Gewebekulturkammer (8) zwischen Memb-
ran (6) und Verteilerplatte (12) angeordnet ist.

N2008/08400



(X ] L X ] (A XX XXX ] o0
[ d

_2.
8. Bioreaktor (1) nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet,

dass die Gewebekulturkammer (8) zumindest eine Zu- und Abflusseinrichtung, insbeson-

dere einen zu- (19) und abfiihrenden Kanal (22), fiir ein Kulturmedium aufweist.

9. Bioreaktor (1) nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet,
dass die Gewebekulturkammer (8) mehrere Lumen, insbesondere ein Gewebelumen (15),

ein Mediumlumen (16) und gegebenenfalls ein Restmediumlumen (17), aufweist.

10. Bioreaktor (1) nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet,
dass das Gewebelumen (15) zwischen einer oberen und einer unteren Verteilerplatte (12)

angeordnet ist.

11. Bioreaktor (1) nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet,

dass die Zuflusseinrichtung fiir das Kulturmedium in das Mediumlumen (16) miindet.

12. Bioreaktor (1) nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet,
dass die Abflusseinrichtung fiir das Kulturmedium aus dem Restmediumlumen (17)

und/oder Mediumlumen (16) miindet.

13. Bioreaktor (1) nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet,
dass die Druckkammer (5) zumindest eine Zufuhreinrichtung fiir Druckluft aufweist.

14. Bioreaktor (1) nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet,
dass zumindest ein elastisches Element (11) in der Gewebekulturkammer (8), insbesondere
im Gewebelumen (15), angeordnet ist, das eine Kompression der Zell- und Gewebekultur

zulésst.

15. Bioreaktor (1) nach einem der Anspriiche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet,
dass zumindest ein Widerlager (10) in der Gewebekulturkammer (8) angeordnet ist, das die

maximale Kompression festlegt.
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16. Bioreaktor (1) nach einem der Anspriiche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet,
dass zwischen der oberen und unteren Verteilerplatte (12) das elastische Element (11) und

das Widerlager (10) angeordnet sind.

17. Bioreaktor (1) nach einem der Anspriiche 1 bis 16, dadurch gekennzeichnet,

dass zumindest ein Abstandhalter (18) im Restmediumlumen (17) angeordnet ist.

18. Bioreaktor (1) nach einem der Anspriiche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet,
dass das Ober- und Unterteil (3, 4) tiber eine losbare Verbindung miteinander verbunden
sind.

19. Bioreaktor (1) nach einem der Anspriiche 1 bis 18, dadurch gekennzeichnet,

dass das Unterteil (4) iiber eine 16sbare Verbindung, insbesondere Gewinde (9), mit einem

Stativ und/oder Mediumreservoir (24) verbunden ist.

20. Bioreaktor (1) nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass eine Kultur-

mediumflasche (2) das Stativ und/oder Mediumreservoir (24) bildet.

21. Bioreaktor (1) nach einem der Anspriiche 1 bis 20, dadurch gekennzeichnet,
dass die Zu- und Abflusseinrichtungen tiber Schliuche (20) mit dem Mediumreservoir (24)

verbunden sind.

22. Bioreaktor (1) nach einem der Anspriiche 1 bis 21, dadurch gekennzeichnet,
dass Sensoren, insbesondere Durchflusssensoren, dO,-Sensoren, pH-Wert Sensoren, in den

Schlduchen (20) integriert sind.

23. Verwendung des Bioreaktors (1) nach einem der Anspriiche 1 bis 22 zur
Zichtung von Zell- und Gewebekultur fiir Geweberekonstruktionen.

24, Verteilerplatte (12) fiir Zell- und Gewebekultur, insbesondere unter Anwen-

dung von mechanischer Stimulation und/oder Perfusion, dadurch gekennzeichnet, dass

N2008/08400
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Ausnehmungen (13), insbesondere Liécher, Bohrungen, Durchbriiche, und zumindest eine

Erhebung (30) bzw. Vertiefung angeordnet sind.

25. Verteilerplatte (12) nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, dass die zu-

mindest eine Erhebung (30) radial, zentral und/oder konzentrisch angeordnet ist.

26. Verteilerplatte (12) nach Anspruch 24 oder 25, dadurch gekennzeichnet, dass
mehrere Erhebungen (30) in Form von Stegen (28) radial voneinander beabstandet ange-

ordnet sind.

27. Verteilerplatte (12) nach einem der Anspriiche 24 bis 26, dadurch gekenn-
zeichnet, dass eine Erhebung (30) zentral angeordnet ist und davon beabstandet radial Ste-
ge (28) bis zur konzentrischen Erhebung (30) angeordnet sind.

28. Verteilerplatte (12) nach einem der Anspriiche 24 bis 27, dadurch gekenn-
zeichnet, dass eine Erhebung (30) zentral angeordnet ist und zumindest eine weitere Erhe-

bung (30) randsténdig radial angeordnet ist.

29. Verteilerplatte (12) nach einem der Anspriiche 24 bis 28, dadurch gekenn-

zeichnet, dass zumindest ein Kanal (27) fiir ein Kulturmedium angeordnet ist.

30. Verfahren zur Kultivierung von Zellen und/oder Geweben in einem Bioreak-
tor (1), insbesondere nach einem der Anspriiche 1 bis 22, umfassend die Schritte i) Ein-
bringen der Zellen auf eine Verteilerplatte (12) in eine Gewebekulturkammer (8), insbe-
sondere Gewebelumen (15), ii) Versorgung der Zellen mit Kulturmedium, iii) mechanische

Stimulation und/oder Perfusion der Zellen bzw. Gewebekulturzellen

31. Verfahren nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, dass das Kulturmedi-
um {iber eine Zuflusseinrichtung, insbesondere zufiihrenden Kanal (19), zur Gewebekul-

turkammer (8), insbesondere Gewebelumen (15), transportiert wird und iiber eine Abfluss-

N2008/08400




LA 4 ¢ Ooows 0¢0e o0 o
(] . L4

(X X ] L 4 L4
L d L 4 (X KN ]

(XXX
(XX ¥ ]
(XX X]
ocee
(XX ¥
[ X T X ]
oees

e o
L X o® ooe [ ] L X4

-5-

einrichtung, insbesondere abfiihrenden Kanal (22), die Gewebekulturkammer (8), insbe-

sondere das Gewebelumen (15), verlésst.

32. Verfahren nach einem der Anspriiche 30 oder 31, dadurch gekennzeichnet,

dass die Versorgung der Zellen und/oder Gewebe mit Kulturmedium permanent erfolgt.

33. Verfahren nach einem der Anspriiche 30 bis 32, dadurch gekennzeichnet,

dass das Kulturmedium die Verteilerplatte (12) durchstrémt und/oder iiberstrémt.

Greiner Bio - One GmbH
h

Dr. Giinter Secklehner

N2008/08400
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