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DESCRIZIONE
La presente invenzione si riferisce ad un
bioreattore 1n accordo con 11 preambolo della
rivendicazione 1 per la generazione e la stimolazione

meccanica di tessuto biclogico ingegnerizzato, dquale

Secondo un ulteriore aspetto la presente invenzione si
riferisce altresl ad un metodo per la stimolazione
meccanica di tessuto biologico ingegnerizzato.

Per semplicitd di esposizione, la presente
descrizione & fatta in modo esemplificativo e non
limitativo con  particolare riferimento ad una
cartilagine ingegnerizzata da utilizzarsi nelle
articolazioni, essendo altresi possibile utilizzare
tale cartilagine in altri distretti anatomici quali,
ad egempio, 1l disco intexvertebrale.

La cartilagine & un tessuto che ricopre 1la
superficie delle articolazioni e la sua importanza

funzionale risiede nelle sue ottime qualita

lubrificanti e nella sua capacita di ridistribuire,
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omogeneizzare ed ammortizzare i carichi applicati alle
articolazioni durante 1l’attivitada motoria.

La funzionalita di questo tessuto & spesso
compromessa a seguito di eventi traumatici
dell’articolazione o© per l’insorgere di patologie
degenerative, per le quali, ad oggi, non esistonc
terapie farmacologiche o chirurgiche realmente
efficaci e definitive. Infatti, le capacita
autorigenerative della cartilagine e 1’assorbimento

dei farmaci assunti sono limitati dalla sua

Per gquanto zriguarda le tecniche chirurgiche
attualmente disponibiii, giova rilevare che esse
sono in grado di restituire alla cartilagine le sue
caratteristiche funzionali 1in maniera completa e
duratura, cosi da consentire all’articolazione il
recupero della piena efficienza.

In conseguenza di <¢id, una soluzione al problema
& stata individuata nell’ambito dell’ingegneria dei
tessuti, consistendo nell’impianto in vivo di tessuti
ingenerizzati generati in vitro, a partire da prelievi
cellulari autologhi. In sostanza si provvede
chirurgicamente a sgostituire il tessuto cartilagineo
malato o danneggiato con un tessuto biologico

ingegnerizzato.
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Nell'ambito dello sviluppo dei tessuti
ingegnerizzati, non solo di tipo cartilagineo, si &
costatata 1’ importanza di alcune condizioni ambientali

di crescita che meglio favoriscono la generazione in

vitre del tessuto cartilagineo in relazione alla

qualita del tessuto bioclogico ingegnerizzato
ottenuto.
In particolare, sulla base dell’esperienza

acquisita nel corso degli anni, si & avuto modo di
constatare 1’importanza di sottoporre 1 tessuti,
urante 1l‘accrescimento i itro, a diverse
di stimolazione meccanica, in quanto & astato
dimostrato che colture statiche non acquisiscono
caratteristiche di resistenza sufficienti per un
efficace impianto in viveo. Cosi, ad esempio, per
guantc riguarda la cartilagine & risultato essere
necessario stimolare i condrociti seminati a produrre
matrice extracellulare, in quantita e qualita
comparabili con quella mnativa dal momento che, in
vivo, le caratteristiche meccaniche del tessuto
cartilagineo sono prevalentemente sostenute dalla
componente non cellulare.

Nell’'ambito dei tessuti ingegnerizzati €& dungue

molto gentita l‘esigenza di riuscire a far accrescere

il materiale ingegnerizzato in modo che durante la
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crescita tale materiale sia stimolate con lo stesso
tipo di sollecitazioni meccaniche con cui il tessuto
si troverd sottoposto una volta effettuato 1’impianto
in vivo. In altre parcle, fornire i corretti stimoli
meccanici al tessuto in accrescimento fa parte del
corretto processo di crescita del materiale
ingegnerizzato da impiantare, sia esso una cartilagine
piuttosto che wun tessuto osseo o© vascolare. In
particolare si & avuto modo di appurare che la
compressione meccanica  diretta, la compressione
one del costruttc e le
conseguenti sollecitazioni di taglio sono risultati
essere gli stimoli meccanici importar 1
del tegsuto biologico ingegnerizzato, in quanto
riproducono le sollecitazioni cui tale  tessuto
biologico ingegnerizzato sara sottoposto dopo
1/ impiante in vivo.

Al fine di assicurare 1le corrette condizioni
ambientali di coltura ed applicare stimoli meccanici
corretti, l'accrescimento  del tessuto  biclogico
ingegnerizzato viene effettuato in biorxeattori i quali
oltre alla capacita di generare un  ambiente
controllato per la crescita del tessuto bioclogico
ingegnerizzato permettono la generazione di prefissati

pattern di stimoclazione ripetibili cui sottoporre il
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tessuto biologico ingegnerizzato ivi in accrescimento.

I bene precisare che per ottenere 1’accrescimento
di tessuto biologico ingegnerizzato tridimensionale &
necessgaric prevedere la presenza di scaffold, ovveroc
di matrieci tridimensionali, in grado di favorire una
omogenea adesione cellulare e sul quali fare avvenire
1’accrescimento cellulare. Ad esempio, nel caso di
costrutti cartilaginei tridimensionali, 1 condrociti
seminati sono esposti su scaffold individuati da
matrici tridimensionali polimeriche o di altro tipo).
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struttura, pud variare 1in funzione delle specifiche
caratteristiche del tessuto biologico ingegnerizzato
da produrre.

Una volta seminati gli scaffold Vengono

mantenuti, per un prolungato periodo di tempo
necegsario allfaccrescimento delle cellule, 1in un
bioreattore, all’internc del gquale & ©possibile

fissarli mediante opportuni mezzi di trattenimento.

Il documento WO0200168800 riguarda un bioreattore
per la generazione di cartilagine ingegnerizzata con
proprietd meccaniche simili a quelle del tessuto
nativo, in particolare wuna cartilagine capace di
sostenere i carichi tipici fisiologici. Questo

bioreattore permette di coltivare condrociti seminati
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su scaffold tridimensionali, esponendo i1 costrutti a
sollecitazioni meccaniche dovute a compressione
idrostatica e deformazione per compressione diretta.
Le due suddette sollecitazioni sono ottenute
meccanicamente tramite attuatori lineari: un piatto
mossc da uno degli attuatori comprime 1 costrutti,
mentre l'altro attuatore & collegatc a un pistone che
pressurizza 1l mezzo di coltura. Questo bioreattore
presenta il limite di non poter sottoporre i costrutti
a perfusione o ad altro trattamento in grado di
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indurre sollecitazione a taglio sulle cellule, né d
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assicurare 1lo gcambioc convettivo di metaboliti e
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cataboliti tra cellule e medium nel guale avviene
coltura.

IT documento CA2543374 riguarda un metodo e un
bioreattore per la coltura e la stimolazione di
tessuti tridimensionali vitali e wmeccanicamente
resistenti. Il bioreattore & costituito da una camera
di coltura all'interno della guale viene posizionato
11 tessuto. All'internc della camera di coltura un
mini-attuatore comandato magneticamente permette di
effettuare la socllecitazione meccanica del tessuto.
Tuttavia, questc bioreattore non garantisce la

simmetria e 1la bidirezionalitd delle sollecitazioni

meccaniche imposte, non & in grade di garantire e
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controllare la perfusione diretta dei costrutti e non
& in grado di imporre contemporaneamente ai costrutti
sollecitazioni derivanti da compressione idrostatica e
da sforzo di taglio. Al  zriguardo si1 segnala
1’importanza di poter applicare contemporareamente
queste due sollecitazioni in vitro, al fine di
egsercitare 11 tessuto biclogico ingegnerizzato con
sollecitazioni corrispondenti a gquelle che trovera in
vivo,

I1 problema alla base della presente invenzione €
quello di escogitare un biorea
e la stimolazione wmeccanica complessa di tessuto
biclogico ingegnerizzato, il quaie presenti
caratteristiche strutturali e funzionali tali da
soddisfare la suddetta esigenza, ovviando nel contempo
agli inconvenienti e ai limiti di cui si detto com
riferimento ai bioreattori della tecnica nota.

Tale problema & risolto da un bioreattore per la
generazione e la stimolazione meccanica complessa di
tessutc biologico ingegnerizzato in accordo con le
caratteristiche della rivendicazione 1.

Secondo un ulteriore aspetto, 11 problema &
rigsolto da un metodo in accoxrdo con la rivendicazione
15.

Ulteriori caratteristiche ed i vantaggi del
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bioreattore per la generazione e la stimolazione
meccanica complessa di tegsuto biologico
ingegnerizzato secondo la presente invenzione
risulteranno dalla descrizione di seguito riportata di
alcuni suoi esempi preferiti di realizzazione, data a
titolo indicativo e non limitativo, con zriferimento
alle annesse figure, in cui:

- la figura 1 rappresenta unoc schema
rappresentante il bioreattore secondo 1’invenzione
unitamente ai mezzi di azionamento e ai mezzi di
controllo;

- la figura 2 rappresenta un disegno schematico
in sezione del corpo del bioreattore unitamente ai
pistoni e ai serbatoi del liquido di coltura;

- la figura 3 rappresenta una vista semplificata
in sezione trasversale del corpo del bioreattore
unitamente ai pistoni senza la rappresentazione dei
serbatoi del liquido di coltura;

- la figura 4 rappresenta una vista in sezione
trasversale del solo corpo del bicreattore;

- le figure 5a e 5b rappresentano una sequenza di
fasi relative ad un trattamento di compressione
diretta dello scaffold attuato dai due pistoni;

- le figure 6a-6c una sequenza di fasi relative

ad un trattamento di compressione idrostatica ciclica
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dello scaffold attuato dai due pistoni;

- le figure 7a-7c rappresentano una seguenza di
fasi relative ad un trattamento di compressione
idrogstatica e contemporanea perfusione dello scaffold
attuato dai due pistoni;

- le figure 8a-8c rappresentano una sequenza di
fasi relative ad un trattamento di perfusione dello
scaffold e contemporaneco zricambic del liquido di
coltura attuato dai due pistoni;

Con riferimento alle annesse figure, con 1 &
iente indicato urn bioreattore per la
generazione e la stimolazione meccanica complessa di
tessuto biologico ingegnerizzato secondo la presente
invenzione.

Giova premettere che, in mode di per sé
convenzicnale, 1l’accregcimento cellulare del tessuto
biologico ingegnerizzato avviene su supporti
denominati scaffold, vale a dire su matrici
tridimensiocnali 1in grado di favoxire una omogenea
adesione e crescita cellulare. Come detto nella parte
iniziale della presente descrizione, nel caso di
costrutti cartilaginei tridimensionali, i condrociti
seminati gono  esposti su matrici, ad esempio
polimeriche, tridimensionali che individuano i

suddetti scaffold.
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Una volta effettuata la semina, l1'accrescimento
cellulare in ligquide di coltura avviene in un
prolungato periodo di tempo, durante 11 gquale gli
scaffold sono mantenuti in bioreattori, vale a dire in
dispositivi in grado di ricreare 1le condizioni
ambientali ottimali per stimolare 1la vitalita e
l’organizzazione strutturale di una semina cellulare.
A puro titolo indicativo, un bioreattore deve essere
in grado di assicurare 1l trasporto efficiente delle
sostanze nutritive alle cellule e la rimozione dei
prodeotti di scarto derivan
delle cellule, garantendo il mantenimento di
condizioni ambientali adeguate per 1’accrescimento
cellulare.

Il bioreattore 1 comprende:

- un corpo 2 definente una camera di coltura 3 di
un prefissato volume, la gquale & atta ad essere
riempita con un liquido di coltura,

- mezzi di supporto 4 per supportare nella
suddetta camera di coltura 3 almeno uno scaffold S e

- mezzi attuatori atti ad essere azionati per
operare su detto volume di detta camera, in modo da
interagire con il liguido di coltura con cui detta
camera & atta ad essere riempita e per interagizre

direttamente sullo scaffold S supportato nella camera
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di coltura 3.

T mezzi di supporto 4 comprendono elementi di
trattenimento per gli scaffold 5, altrimenti
individuabili come poxta scaffold 4.

In accordo con la forma di realizzazione
illustrata, il corpo 2 del bioreattore & individuato
da un corpo cilindrico cavo, esteso sgecondo una
prefissata direzione assiale X-X, preferibilmente ma
non esclusivamente a sezione trasversale circolare.
Per le ragioni che meglio risulteranno dal seguito
della descrizione, giova rilevare che le contr
estremitd di testa del corpo cilindrico cave 2 sono
aperte.

La forma circolare cilindrica del corpo 2 che pud
convenientemente essere realizzato con un accilaio, ad
esempio un acciaio inossidabile AIST 316L, risulta
vantaggiosa per:

- garantire la sterilizzabilita di tutto il
volume della camera di coltura 3,

- permettere 1’applicazione di pressioni
idrostatiche elevate e

- permettere 1'instaurazione all’internc della
camera di coltuxra 3 di adeguate condizioni
fluidodinamiche del liquido di coltura, come meglio

risulterd dal seguito della descrizione.
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Nell’esempio qui considerato (Fig. 2), i mezzi di
supporto 4, ovvero il porta scaffold, sono posizionati
in corrispondenza della sezione trasversale mediana
del corpo cilindzxico 2, suddividende 11 suddetto
prefissato volume della camera 3 in un primo volume 3a
ed in un secondo volume 3b. In sostanza, quando uno
acaffold S & trattenutc in posizione nella camera 3
del bioreattore 1 dal suddetto porta scaffold 4, tale
scaffold S viene ad individuare un setto divisorio
ideale che separa la camera nei due suddetti volumi 3a
e 3b. E bene precisare che la suddetta
camera 3 nel primo volume 3a e nel secondo volume 3b
risulta dal punto geometrico ma, in effetti, 1la
presenza dello scaffold S, pur intercettando il flusso
di liquido in transito non impedisce il passaggio e lo
scambio di liquido di coltura da un volume all’altro
della camera di coltura.

Secondo un aspetto vantaggioso, 1 suddetti mezzi
attuatori comprendono almeno un primo pistone tuffante
5 ed un secondo pistone tuffante 6, clascun pistone 5,
6 essendo scorrevolmente associato a tenuta con detto
corpo 2 in modo da potersi inserire in esso e compiere
in detta camera 3 una prefissata corsa di lavoro da
una posizione arretrata (fig. 2) ad una posizione

avanzata (fig. 5b}.
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Ciascun pistone 5, 6 comprende una parete di
testa ed un mantello laterale cilindrico.

Con riferimento alla struttura cilindrica cava
precedentemente descritta del corpo 2, giova rilevare
che nella forma di realizzazione illustrata i pistoni
5, 6 sono vantaggiosamente inseriti nella camera di
coltura 3 attraverso una rispettiva estremita aperta
del corpe 2, in modo che 1l’estremita di testa del
pistone risulti affacciata al porta scaffold 4 e allo
scaffold 8 su di esso eventualmente trattenuto.

In considerazione della struttura sopra
descritta, i due pistoni 5, 6 risultano dungue essere
affacciati fra loro in contrapposizione e i mezzi di
supporto 4 degli scaffold § risultando interposti fra
i due pistoni 5, 6.

Come detto, ciascun pistone 5, 6 & scorrevolmente
inserito nella camera di coltura 3, a partire da una
rispettiva estremitd aperta di quest‘ultima, per
compiere una prefissata corsa reversibile da una
posizione arretrata ad una posizione di fine corsa
avanzata.

Nella posizione arretrata la parete di testa di
ciascun pistone 5, 6 & posizionata in modo da
sopravanzare di una prefissata quantita limitata la

rigpettiva estremita aperta del corpoe 2.
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Differentemente, nella posizione di fine corsa
avanzata ciascun pistone 5,6 & inserito nel corpo 2
fino ad arrivare a ridosso dei suddetti mezzi di
supporto 4, in modo tale per cui la parete frontale di
ciascun pistone 5, 6 possa esercitare un’efficace
azione di compressione diretta sul lato ad essa
affacciato dello scaffold 8§ trattenuto dai mezzi di
supporto 4.

Al fine di evitare il contatto con 1‘’atmosfera
esterna e la contaminazione della camera di coltura 3
del bioreattore 1, & bene che 1 pistoni 5, & eseguano
le rispettive corse di lavoro senza mai fuoriuscire
dal corpo cilindrico cavo 2.

Con riferimento alle figure gqui allegate, =
evidente che il primo pistone 5 agisce sul primo
volume 3a della camera 3, mentre il secondo pistone 6
agisce sul secondo volume 3b della camera 3.

La tenuta a pressione di ciascun pistone 5, 6 con
il corpo 2 della camera & assicurato dalla presenza di
opportuni mezzi di guarnizione. Nell’esempio, cliascun
pistone 5, 6 presenta sedi di guarnizione
circonferenziali ricavate nel mantello laterale
cilindrico, nelle quali sono alloggiate guarnizioni
anulari. Queste guarnizioni anulari aggettano per una

prefissata porzione dal mantello laterale del pistone
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per fare tenuta con il corpo 2, indicativamente fino a
valori di almeno 20 MPa.

I1 Dbioreattore 1 comprende altresi mezzi di
azionamento 8 per azionare il primo pistone 5 e il
secondo pistone 6 nel modo sopra descritto. Secondo
una forma di realizzazione preferita, 1 mezzi di
azionamento 8 consentono azionare i1l primo pistone 5
ed il secondo pistone 6 in modo indipendente fra loro,
cosi da rendere possibile l’azionamento anche di un
solo pistone o 1’azionamento contemporaneo € gincrono
dei due pistoni in wunc stessc verso © COIl VEISO
opposto.

In particolare, ciascun pistone 5, & & collegato
ad un rispettivo motore 10 mediante mezzi di
tragmissione 9.

In una forma preferita di realizzazione il motore
10 & un motore elettrico di tipo passo-passo, gJgrazie
al quale & possibile controllare in modo preciso la
posizione del pistone nella camera di coltura 3 del
corpo 2. In alternativa & possibile prevedere un
azionamento dei pistoni di tipo idraulico, pneumatico,
elettromagnetico o di qualunque altro tipo idoneo a
garantire precisione e velocita negli gpostamenti.

Il bioreattore 1 comprende anche mezzi di

azionamento e controllo per gestire il funzionamento

I3
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del bioreattore, ed in particolare per gestire il
movimento dei pistoni 5, 6, secondo le modalita pil
sotto precisate. I mezzi di azionamento e controllo,
comprendenti fra l'altro sensori, gchede di
acquisizione dati nonché mezzi di elaborazione e
memorizzazione dati 12, sono in sé& noti ad un tecnico
del ramo e non verranno gqui descritti.

Il corpo 2 del bioreattore comprende una prima
luce di travaso 13 atta a mettere in comunicazione di
fluidoe il primo volume 3a della camera 3 con un
serbatoio di liquido di coltura 15 e una seconda luce
di travasoc 14 atta a mettere in comunicazione di
fluido il secondo volume 3b con un secondo serbatolo
di liquido di coltura 16. Giova rilevare che la

rappresentazione dei suddetti serbatol & stata omessa

nelle figure 1, 3 e 4 per semplicita  di
rappresentazione.
Eventualmente é possibile prevedere la

realizzazione di un unico serbatoio in comunicazione
con entrambe le luci di travaso.

Come risulta dalle figure, la prima luce di
travaso 13 & posizionata rispetto al corpo 2 in modo
da risultare in corrispondenza di un tratto
sostanzialmente mediano della corsa compiuta dal primo

pistone 5 nel passare dalla posgizione arretrata alla
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pogizione avanzata. In conseguenza di cid, guando il
primo pistone 5 & nella posizione arretrata, la luce
di trxavaso 13 & aperta, vale a dire consente di
stabilire una comunicazione di fluido fra il primeo
volume 3a della camera 3 e 11 serbatoio 15,
Differentemente, guando il primo pistone 5 si trova a
sopravanzare la luce di travaso 13, 11 mantello
cilindrico laterale del primo pistone 5 assicura la
chiusura della luce di travaso 13, interrompendo la
comunicazione di fluido fra i1l primo volume 3a della
camera 3 & il serbatoioc 15.

In sostanza, 11 primo pistone 5 agisce come
organc di intercettazione del flusso di fluido delia
luce di travaso 13, in grado consentire o impedire la
comunicazione di fluido fra 1l serbatoio 15 e la
camera 3 a seconda della sua posizione all’interno
della camera 3.

Analogamente, a gquanto sopra descritto per la
prima luce di travaso 13, anche la seconda luce di
travaso 14 & posizionata rispetto al corpo 2 in modo
da risultare in  corrispondenza di un tratto
sostanzialmente mediano della corsa percorsa dal
secondo pistone 6 ©per passare dalla posizione
arretrata alla posizione avanzata. Anche in questo

caso, il secondo pistone 6 agisce come organo di
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intercettazione del flusso di fluido della luce di
travaso 14 in grado di congentire o di impedire la
comunicazione di fluido fra 11 serbatoio 16 e la
camera di coltura 3 a seconda della sua posizione
nella camera 3.

La posizione delle luci di travaso 13 e 14
rispetto al corpo 2 pud anche differire da quella
mediana rispetto alla corsa dei rispettivi pistoni 5 e
6 sopra congiderata, ma, in accorde con una forma di
realizzazione preferita, & bene che le luci di travaso
non vengano ad essere posizionate troppo a ridosso dei
mezzi di supportc 4.

In alternativa a quanto sopra descritto é
possibile associare a cilascuna luce di travaso
specifici mezzi wvalvolari di intercettazione di
fluido, eventualmente asserviti ai suddetti mezzi di
azionamento e controllc nel loro funzionamento di
apertura o chiusura. Ci0 consente vantaggiosamente di
rendere indipendente dalla posizione dei pistoni la
condizione di apertura o chiusura delle luci di
travaso, seppure a fronte di una maggior complicazione
strutturale dovuta alla presenza dei mezzi valvolari
di intercettazione di fluido ed alla necessita di
doverne gestire 1’azionamento in apertura/chiusura. In

questo caso le luci di travaso possono essere
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convenientemente posizionate anche a ridosso dei mezzi
di supporto degli scaffold e, eventualmente, prevedere
la presenza di una sola luce di travaso anziché di
due.

Ulteriormente, 11 corpo 2 del Dbioreattore 1
comprende un’apertura di scarico 18 attraverso la
quale effettuare lo svuotamento completo del ligquido
di coltura contenuto nella camera di coltura 3.
Vantaggiosamente, 1’apertura di scarico 18 &

posizionata a ridosso dei mezzi di supporto 4 e ad

R, — s 2 st P xrms 1xrm] = h 3
egsa sono associati ulteriori mezzi valvolaxi 19 4

i
intercettazione di fluideo, eventualmente asserviti ail
suddetti mezzli di regolazione e controllo nel 1oro
funzionamento di apertura o chiusura.

Come di seguito esposto, mediante una opportuna
movimentazione dei pistoni 5,6, il bioreattore 1 sopra
descritto permette di applicare alle cellule seminate
sullo scaffold S supportato dai mezzi di supporto 4 i
sequenti stimoli meccanici:

- compressione diretta, costante o ciclica;

- compressione idrostatica, costante o ciclica;

- sforzo di taglio a seguito di perfusione e

- applicazione contemporanea di compressione

idrostatica e sforzo di taglio.

Ultericrmente & possibile effettuare una efficace

20 M. iscr A
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azione di risciacquo dello scaffold S e di ricambio
del liquido di coltura nella camera di coltura 3.

SOLLECITAZIONE PER COMPRESSIONE DIRETTA

Partendo da una condizione iniziale in cui il liquido
di coltura & stato completamente scaricato dalla
camera di coltura 3 attraverso 1l'apertura di scarico,
la compressione diretta delle cellule in accrescimento
su unc scaffold S supportato dai mezzi di supporto 4 &
facilmente ottenibile facendo avanzare (anche in modo
indipendente) entrambi i pistoni 5, 6 fino a portarili
nella suddetta posizione operativa avanzata (f£ig. 5b)
nella quale la parete frontale della testa di ciascun
pistone 5, 6 agisce direttamente contro lo scaffold S
supportato dai mezzi di supporto.

La compressione meccanica diretta cui il tessuto
biologico ingegnerizzato in vitro & sottoposto pud
egssere di tipo costante, c¢iclico o variato in
gualunque altro mode a seconda delle specifiche
necessita.

Nel caso in cuil la camera di coltura 3 contenga
del liquido, & sufficiente far avvicinare i pistoni 5
e 6 fra loro mentre 1l’apertura di scarico 18 & aperta
(cfr. fig. 5a). In guesto modo il primo volume 3a €
il secondo volume 3b vengono ridotti a zero e 1l

liquido di coltura contenuto fxa le due contrapposte

Ing. Massimo SIMING
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estremitd di testa dei pistoni 5 e 6 pud essere
convenientemente scaricato dalla camera di coltura
attraverso 1l’apertura di scarico 18.

SOLLECITAZIONE PER COMPRESSIONE IDROSTATICA COSTANTE

O CICLICA
Partendo da una condizione iniziale in cui nella
camera di coltura 3 & contenuto del ligquido di
coitura, la compressione idrostatica delle cellule in
accrescimento su uno scaffold S supportato nella
camera 3 dai mezzi di supporto 4 & conseguibile
facendo avvicinare 1 due pistoni 5, 6 in modo che
entrambi si trovino a sopravanzare le rispettive luci
di travaso 13 e 14. Al raggiungimento di tale
condizione, si provvede a mantenere chiusa 1l’apertura
di scarico 18 e ad avvicinare ulteriormente 1 due
pistoni fra loro per pressurizzare fino al valore di
pressione prestabilito il liguido di coltura ancora
contenuto nella camera individuata fra le due
contrapposte pareti frontali dei pistoni 5, 6 (figure.
6a e 6c). E evidente che essendo il liquido di coltura
praticamente incomprimibile per pressurizzare tale
liguido & sufficiente agire sui due pistoni 5, 6 con
una opportuna forza (indicata con F nelle figure 6a e
6c) senza che 1 pistoni stessi debbano compiere uno

spostamento apprezzabile. Per applicare una

ing. Massimo
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sollecitazione di compressione idrostatica pulsante,
ad esempio con fregquenza di 1 Hz e ampiezza oscillante
fra 15 MPa e 0 MPa, & sufficiente movimentare con una
corsa trascurabile almeno wuno dei due pistoni in
allontanamento (fig. 6b) e in avvicinamento dai mezzi
di supporto 4 a partire dalla condizione
precedentemente descritta nella gquale il liguido &
pressurizzato al valore di pressione desiderato.

SOLLECITAZIONE CON SFORZI DI TAGLIO

Partendo da una condizione iniziale in cui fra le due
vi gila
del liguido di «coltura non pressurizzato, per
sollecitare con sforzi di taglio le celliule di uno
scaffold S supportato nella camera 3 dal mezzi di
supporto 4 & sufficiente far muovere nello stesso
verso e in sincronia i due pistoni 5, 6, prima in un
versc e poi nell’altro, ottenendc la perfusione del
liquido attraverso lc scaffold S e le cellule su di
esso seminate. Giova rilevare che nel caso in cui il
movimento simultaneo dei pistoni 1in un verso o
nell‘altrxc sia tale da non determinare mai 1’apertura
di una luce di travaso o dell’‘altra, la perfusione si
realizza senza gcambio di liguido con 1 serbatoi 15 e
16.

Differentemente, nel caso in cul la corsa di uno

s BBl ~
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dei due pistoni sia tale da determinare 1'apertura di
una delle due luci di travaso, la perfusione si
realizza con contemporaneo parziale ricambio del
liquido di coltura (figure 8a-8c}.

Il ricambio del 1liquido di coltura pud essere
ottenuto fermando un pistone in modo che la rispettiva
luce di travaso zrisulti aperta e facendo muovere
avanti e indietro 1l’altro pistone.

APPLICAZICNE CONTEMPORANEA DI COMPRESSIONE

IDROSTATICA E SFORZI DI TAGLIO

1)
[t
(M
m
§!
0
=
._

Vantaggiosamente, il bioreattor
1’ invenzicne consente di applicare alle cellule in
accrescimento su uno scaffeld S supportatc nella
camera 3 dal mezzi di supporto 4 sollecitazioni
simultaneamente derivanti da cowpressione idrostatica
e perfusione (sforzi di taglio). In guesto modo =)
possibile sottoporre le cellule in accrescimento del
tessuto bioclogico ingegnerizzato ad una
gollecitazione di tipo complesso (figure 7a-7c).

Per ottenere cid, partendo da una condizione
iniziale nella quale 11 liquido di coltura contenuto
fra le due pareti frontali dei pistoni & pressurizzato
al valore di pressione desiderato (secondo la modalita
precedentemente descritta e illustrata in figura 7a),
& sufficiente spostare in modo simultaneo nello stesso

in

a :
oo
ing. Massh
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versc e della stessa gquantitd i due pistoni 5, 6,
prima in un verso (fig. 7b) e poi nell’altro verso
{fig. 7c¢), facendo in modo che la corsa di entrambi i
pistoni 5, 6 sia limitata in modo da non determinare
l'apertura delle luci di travaso. Pil nel dettaglio,
per evitare di aprire le luci di travasc e avere
ancora una discreta corsa utile, & sufficiente partize
da una condizione iniziale di pressurizzazione (fig.

7a) nella quale le contrapposte pareti frontali dei

due ©pistoni sono abbastanza vicine ({ad esempio
distanziate di wuna distanza pari alla meta della

distanza fra le due luci di travaso).

In particolare, 11 metodo per la stimolazione
meccanica complessa di un tessuto biologico
ingegnerizzato mediante un bioreattore in accordo con
la presente invenzione comprende le fasi di:

- posizionare unc scaffold S seminato sui mezzi
di supporto 4 nella camera di coltura 3,

- riempire la camera di coltura 3 con un liguido
di coltuzxa,

- posizicnare il primo pistone 5 e 1l secondo
pistone 6 in modo da pressurizzare fino ad un
prefigsato wvalocre di soglia il 1liguido di coltura
contenuto nel volume ristretto compreso fra le

estremita di testa dei contrappogti pistoni 5, 6, e

25 M lsor AL
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- pilotare il prime pistone 5 e il secondo

pistonie 6 1in modoe da ottenere una contemporanea
traslazione gincrona, limitata e in uno stesso verso
del primo pistone 5 e del secondo pistone 6, cosl da
ottenere una corrisgpondente traslazione del suddetto
volume ristretto pressurizzato. La traslazione del
suddetto volume ristretto in pressione determina
dunque 1la perfusione dello scaffold S in concomitanza
con la sollecitazione di compressione idrostatica
dovuta alla pressurizzazione del suddettco volume
rigstretto.
A titolo indicative, 11 suddetto volume ristretto
& pressurizzato ad una pressione superiore a 10 MPa e
fino a valori di pressione di 16 MPa, preferibilmente
15MPa.

Come si pud apprezzare da dquanto descritto, il
bioreattore per la generazione e la stimolazione
meccanica complessa di tessuto biologico
ingegnerizzato secondo la presente invenzione consente
di soddisfare la suddetta esigenza e di superare nel
contempo gli inconvenienti di cui si & riferito nella
parte introduttiva della presente descrizione con
riferimento alla tecnica nota. Infatti, il suddetto

bioreattore consente di sottoporre le cellule in

accrescimento a sollecitazioni  per: compressione
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meccanica diretta (di tipo costante, ciclica o wvariata
in un qualungque altro modo), compressione idrostatica
(costante, ciclica o wvariata in un qualungque altro
modo) e sforzo di taglio, nonché a sollecitazioni
complesse comprendenti una contemporanesa
gollecitazione di compressione idrostatica e sforzo di
taglio.

Ulteriormente, il bioreattore consente di
effettuare una efficace azicone di risciacquo dello
scaffold S e di ricambio del liquido di coltura nella
camera di col

Inoltre, il Dbicreattecre secondo la presente
invenzicone non pone alcun problema di debollamento
della camera di ceoltura, evitando la presenza di
bolle d’aria che inficerebbe la ripetibilita delle
prove di coltura gia in pressione che in perfusione.
Infatti, analisi qualitative wvolte ad evidenziare
l’evoluzione delle linee di flusso all’internc della
camera di coltura e condotte con 1'uso di un
tracciante durante 1l'esecuzione della fase di
perfusione, hanno dimostrato che la fluidodinamica
all’interno della camera di coltura permette una
uniforme distribuzione del flusso di liquido di
coltura sull’intera superficie dellc scaffold S e non

sono rilevabili zone di ricircolo e di ristagno del
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flusgo. Cid garantisce una uniforme stimclazione ed
un omogeneo apporto di nutrienti a tutti i condrociti
coltivati.

Test quantitativi condotti durante
1’applicazione di trattamenti di perfusione hanno
evidenziato la capacitda del Dbiocreattore secondo
1’ invenzione di processare con buona precisione anche
portate di liquido di coltura molto basse,

permettendo l’applicazione sui condrociti seminati di

sforzi di taglio pari a quelli agenti in vivo. E
stata riscontrata la possibilita di @ impostare

adeguatamente 1l sgistema di contrelleo dei motori
passo-passo al fine di definire adeguate
accelerazioni che consentano di ottenere cicli di
pressurizzazione ottimali, ad esempio 0-15 MPa alla
frequenza di 1 H=z.

Un altro vantaggio del bioreattore per la
generazione e la stimolazione meccanica complessa di
tessuto biclogico ingegnerizzato secondo la presente
invenzione risiede nel fatto che il funzionamento del
bicreattore & totalmente automatizzabile ed offre la
possibilitd di generare i pilt svariati pattern di
stimclazione del tessutco in fase di sviluppo, tramite

un sistema di controllo preciso, versatile e di

semplice utilizzo.
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Un ulteriore vantaggic del bioreattore per la
generazione e la stimolazione meccanica complessa di
tessuto biologico ingegnerizzato secondo la presente
invenzione risiede nella inusitata gsemplicita
strutturale del bkioreattore, tale da assicurare la
semplicitd di realizzazione e 1’affidabilita di
funziconamento.

Ovviamente, un tecnico del ramo, allo scopo di
soddisfare esigenze contingenti e specifiche, potra
apportare numerose modifiche e varianti al bioreattore
per la generazione e la stimolazione meccani
complessa di tessuto biologicce ingegnerizzato sopra
descritto, tutte peraltro contenute nelifambito di
protezione dell'invenzione quale definito dalle
seguentl rivendicazioni.

Cosi, & possibile prevedere la presenza di pitu di
due pistoni, ad esempio nel caso in la camera di

coltura sia individuata da un corpo a pidl rami, ad

esempic a T o a crociera.

kk%k * F*r*%
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RIVENDICAZIONI

1. Bioreattore per la generazione e la stimolazione
meccanica complessa di tessuto biologico
ingegnerizzato, comprendente:

- un corpce (2) definente una camera di coltura
(3) di un prefissatoc volume atta ad essere riempita
con un ligquido di coltura,

- mezzi di supporto (4) per supportare in detta
camera di coltura (3) almeno unc scaffold (S) e

- mezzi attuatori (5,6) atti ad essere azionati

per operare su detto volume 4l detta camera di
coltura (3}, in modo da interagire con il ligquido di

=

coltura con cui detta camera di coltura (3) & atta ad
essere riempita,

detti mezzi di supporto (4) suddividendo il volume di
detta camera di coltura {(3) in un prximo volume (3a)
ed in un seccondo volume (3b),

caratterizzato dal fatto che detti mezzi attuatori
comprendono almeno un primo pistone (5) ed un secondo
pistone (6}, ciascun pistone tuffante essendo
scorrevolmente associato a tenuta con detto corpo (2)
per compiere in detta camera di coltura (3) una
prefissata corsa di lavoro da una posizione arretrata
ad una posizione avanzata, in cui detto primo pistone

(5) agisce su detto primo volume (3a) e detto secondo

ing. Massimo SIMINO
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pistone (6) agisce su detto secondo volume (3b) di
detta camera di coltura (3).

2. Bioreattore in accordo con la rivendicazione 1,
comprendente mezzi di azionamento (10,12) pex
azionare detto primo pistone (5) e detto secondo
pistone (6) in detta camera di coltura (3) in modo
indipendente fra loro.

3. Bioreattore in accordo con la rivendicazione 1 o
2, comprendente una prima luce di travaso (13) atta a

mettere in comunicazione di fluido detto primo volume

(3a) di detta camera di coltura (3) con un serbatoio
di liquido di coltura (15).
4. Bioreattore in accordo con la rivendicazione 3,

comprendente una seconda luce di travaso (14) atta a
mettere in comunicazione di fluide detto secondo
volume {3b) di detta camera di coltura (3) con un
serbatoio di liquido di coltura (16).

5. Bioreattore in accordo con la rivendicazione 3 O
4, in cui detta prima luce di travaso (13) &
posizionata in detto corpo (2) in modo da risultare
in corrispondenza di un tratto percorsc da detto
primo pistone (5) durante detta corsa di lavoro dalla
posizione arretrata alla posizione avanzata, gquando
detto primo pistone (5) & posizionato in detta camera

di coltura (3) in modo da sopravanzare la prima luce
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di travaso (13), detta prima luce di travasc (13)
risuitando chiusa.

6. Bioreattore in accordo con la rivendicazione 5,
in cui detta seconda luce di travaso (14) &
posizionata in detto corpo (2) in modo da risultare
in corrispondenza di un tratto percorso da detto
secondo pistone (6) durante detta corsa di lavoro
dalla posizione arretrata alla posizione avanzata,
gquando detto secondo pistone (6) & posizionato in
detta camera di coltura (3) in modo da sopravanzare

la secor

da luce di travaso {(14), detta seconda luce
di travaso (14) risultandco chiusa.

7. Bioreattore in accordo con la rivendicazione 3,
in cui a detta prima luce di travaso (13) sono
associati mezzi valvolari di intercettazione di
fluido.

3. Bioreattore in accordo con la rivendicazione 4,
in cui a detta seconda luce di travaso (14) sono
asgociati mezzi valvolari di intercettazione di
fluido.

9. Bioreattore in accorde con una gqualunque delle
rivendicazioni da 1 a 8, in cuil detto corpo (2)
comprende un’apertura di scarico (18) di detta camera

di coltura (3), a detta apertura di scarico (18)

essendo associlatil mezzi valvolari {(19) di

| Ing. Massima
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intercettazione di fluido atti a comandare 1‘apertura
e la chiusura di detta apertura di scarico (18).

10. Bioreattore in accordo con la rivendicazione 9,
in cui detta apextura di scarico & posizionata a
ridosso di detti mezzi di supportc (4) per supportare
in detta camera di coltura (3} almeno unc scaffold
(s) .

11. Bioreattore in accordo con una dqualungue delle
rivendicazioni da 1 a 10, in cul c¢iascuno di detti
primo pistone (5) e secondo pistone (6) & mobile in
detto corpo (2) ino ad una posizione di fine corsa
avanzata nella gquale detto pistone (5,6) arriva a
ridosso di detti mezzi di supporto (4) per esercitaze
una azione di compressione diretta su uno scaffold
(8) ivi trattenuto.

12, Bioreattore in accordo con una dqualungque delle
rivendicazioni da 1 a 11, in cuili detti primo pistone
(5) e secondo pistone (&) sono contrapposti fra loro.
13. Bioreattore in accorde con una qualungque delle
rivendicazioni da 1 a 12, in cui detto corpo (2} & un
corpo c¢ilindrico cavo avente contrapposte estremita
aperte attraverso le quali detto primo pistone (5} e
detto secondo pistone (6) si inseriscono in detta

camera di celtura (3} .

14. Bioreattore in accordo con una qualungque delle

33 ng. Massimo SIVINO
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rivendicazioni da 1 a 13, comprendente mezzi di
guarnizione atti ad assicurare una tenuta a pressione
fino a wvalori di almeno 20 MPa fra detti pistoni e
detto corpo (2).
15. Metode per la stimolazione meccanica complessa
di tessutc Dbioclogico ingegnerizzato mediante un
bioreattore 1in accordo con una qualungue delle
rivendicazioni da 1 a 13, detto metodo comprendendo
le fasi di:

- posizionare uno scaffold (S) seminato su detti
supporto (4) in

- riempire detta camera di coltura (3) del
bioreattore {1) con un liiquido di coltura,
- posizionare detti primo pistone (5) e sgecondo
pistone (6) in modo da pressurizzare fino ad un
prefissato valore di soglia il 1liguido di coltura
contenuto in un volume ristretto individuato nella
camera di coltura (3) fra le contrapposte estremita
di detti pistoni nel gquale & inserito detto scaffold
{S8) ,caratterizzatec dal fatto di comprendere la fase
di pilotare detto primo pistone (5) e detto secondo
pistone {(6) in modo da ottenere:

- una contemporanea traslazione limitata in uno

stesso verso di detto primo pistone (5) e di detto

secondo pistone (6) e
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- una corrispondente traslazione di detto volume
ristretto pressurizzato
cosl da ottenere la perfusione dello scaffold (S8) in
concomitanza con una scllecitazione di compressione
idrostatica.
16 Metodo in accordo con la rivendicazicone 15, in
cul detta fase di pilotare detti primo pistone (5) e
secondo pistone (6) in modo da ottenere una
contemporanea traslazione limitata 1in uno stesso

vergo detti primo pistone (5) e secondo pistone (6) e

una corrispondente traslazione di  detto volume
ristretto pressurizzato viene ripetuta

alternativamente in un versc e nell‘altro.

17. Metodo in accordo con la rivendicazione 15 o 16,
in cui detto volume ristretto & pressurizzato ad una
pressione superiore a 10 MPa.

18. Metodeo in accordo con la rivendicazione 17, in
cul detto volume ristretto €& pressurizzato fino a

valori di pressione di 16 MPa, preferibilmente 15MPa.

Ing. Massimo SIMING
N lscr ALBO 8IS B
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