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(57) Abstract

The invention relates to a tissue culture system for functionally testing

natural or artificial hollow organs. A hollow organ (51) is located in a first
tube (3), with a respective end of the hollow organ (51) being connectable
to a cannula (1, 2) that is branched off from one end of the tube (3) in a
tight manner. Said first tube (3) is located within a second tube (4). Said
first tube (3) has holes (5) that link the space (28) that is enclosed by the
first tube (3) with the chamber (77) between the first and the second tube. A
gas—permeable duct (7) runs alongside the outer periphery of the first tube
(3). The end sections (7°, 7°") of said duct emerge from the chamber (77)
in a gas-tight manner. A serum can be filled into the blood vessel (51) by
means of a cannula (1) and the suspended cells of the patient can be injected

in a predetermined concentration. A culture medium is filled into the chamber (77) and via the holes (5) into the space (28). The injected,
suspended cells are removed and a culture medium is introduced into the blood vessel (51) that remains during the growth of the cells that
are sedimented on the wall of the vessel while a hydrostatic excess pressure is maintained.




(57) Zusammenfassung

Die Erfindung betrifft ein Gewebekultursystem zur funktionellen Untersuchung natiirlicher oder kiinstlicher Hohlorgane. Ein
Hohlorgan (51) ist in einem ersten Rohr (3) anordenbar, wobei jeweils ein Ende des Hohlorganes (51) mit einer aus einer Seite des
Rohres (3) dicht herausfiihrbaren Kaniile (1, 2) verbindbar ist. Das erste Rohr (3) ist in einem zweiten Rohr (4) angeordnet. Das erste Rohr
(3) weist Locher (5) auf, die Verbindungen zwischen dem vom ersten Rohr (3) umschlossenen Raum (28) zu der Kammer (77) zwischen
dem ersten und zweiten Rohr herstellen. Um den Aussenumfang des ersten Rohres (3) herum verlduft eine gasdurchlédssige Leitung (7),
deren Endbereiche (7°, 7°°) dicht aus der Kammer (77) herausgefithrt sind. Durch eine Kaniile (1) ist in das Blutgefiss (51) ein Serum
einfiillbar und sind suspendierte Zellen des Patienten in vorgegebener Konzentration injizierbar. In die Kammer (77) und iiber die Locher
(5) in den Raum (28) ist ein Kulturmedium einfiillbar. Nach dem Entfernen der injizierten, suspendierten Zellen ist ein Kulturmedium in das
Blutgefiss (51) einbringbar, das wihrend des Wachstums von an der Gefisswand sedimentierten Zellen unter hydrostatischem Uberdruck

verbleibt.
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Gewebekultursystem zur Epithelialisierung bzw. Endothe-
lialisierung und zur funktionellen Untersuchung und An-
lieferung natirlicher oder kiinstlicher Hohlorgane bzw.
Gefabe unter kontrollierbaren Sterilbedingungen fiir chir-

urgische Implantationszwecke

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Gewebekultursystem
zur Epithelialisierung bzw. Endothelialisierung und zur
funktionellen Untersuchung und Anlieferung natirlicher
oder kiunstlicher Hohlorgane bzw. Gefidle unter kontrol-
lierbaren Sterilbedingungen fir chirurgische Implantati-

onszwecke nach dem Oberbegriff des Patentanspruches 1.

Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung eine Be-
schichtungseinrichtung zur sterilen Aussaat, Kultivation,
Funktionskontrolle und Anlieferung von Endothelzellen in
natirlichen oder kinstlichen Gefdbzylindern- insbesondere
in kryopréservierten und vorher deendothelialisierten
Blutgefahlen- sowie deren Anlieferung zum Zwecke der chir-

urgischen Transplantation bzw. Implantation.

Hintergrund der Erfindung

Der Einsatz eines funktionsf&dhigen BlutgefiBersatzes
spielt in allen chirurgischen Therapiebereichen eine im-
mer grORere Rolle. Besonders haufig wird der arterielle
GefaBersatz im kardiochirurgischen Bereich praktiziert.
Beispielsweise erfolgt dies bei den sogenannten "Bypass-
Operationen”". Wenn es irgendwie moglich ist, wird im Pri-
médrfall versucht, die Patienten unter Verwendung von au-
tologem GefaBmaterial, also zum Beispiel durch herauspra-
parierte Segmente von GefaBen (Vena saphena magna, Vena

saphena parva oder Arteria mammaria interna) zu behan-
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deln, deren Funktion im Entnahmebereich weitgehend von
kommunizierenden, verbleibenden Gefdfen lbernommen werden
kann. Die Situation entwickelt sich allerdings im Einzel-
fall dann schwierig, wenn solche Gef&dfRe auf Grund einer
ungentgenden Qualitdat (z. B. beil Varikosis oder Arterios-
klerose) nicht verwendet werden koénnen. Auf jeden Fall
ergibt sich ein EngpaB in der chirurgischen GefaBversor-
gung aber bei der zunehmenden Zahl aortokoronarer Reope-
rationen vor dem Hintergrund des frither bei demselben Pa-
tienten schon einmal stattgefundenen Verbrauchs von auto-
logem GefdBmaterial. Die Gewinnung weiterer korpereigener
Venen oder Arterien, wie zum Beispiel der Arteria ga-
stroepiploica oder der Arteria radialis ist fur den Pati-
enten sehr aufwendig und risikoveoll, und kommt daher nur

selten in Frage.

Aus diesem Grunde gibt es deshalb meist nur die Alterna-
tive des prosthetischen GefdBersatzes. Hierfiir standen im
Prinzip zundchst nur flexible Rohren aus biologisch iner-
tem Kunststoff (wie z. B. Teflon) zur Verfligung, deren
Einsatz vor allem am Herzen auf Grund einer hohen Ober-
flachenthromgenitédt allerdings nur wenig erfolgreich war.
Bereits vor 20 Jahren wurden daher Versuche unternommen,
durch kryoprédservierte (d. h. in flissigem Stickstoff bis
zum Bedarfsfall eingefrorene) Spendervenen die Liicke bei
dem erforderlichen Bypassmaterial zu schlieBen. Die Er-
gebnisse nach der Implantation sind jedoch erniichternd,
weil immer noch viele der bisher eingesetzten Gef&Bpro-
thesen auch dieser Art schon bald im Patienten thrombo-
sierten. Dennoch sind diese "kryopridservierten Allo-
grafts" nach dem fehlgeschlagenen Versuch eines autologen
Gefabersatzes notgedrungenermaflen bis heute das geeignete
Mittel der Wahl fir aortokoronare Bypass-Reoperationen
bzw. bel primaren Bypass-Patienten ohne ausreichendes au-

tologes GefdBmaterial.
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Ein vielversprechender Ausweg bietet sich dadurch an, daB
man chirurgische GeféBprothesen vor i1hrer Implantation
mit vaskuldrem Endothel auskleidet, das zur Vermeidung
immunologischer AbstoBungsreaktionen allerdings vom Pati-
enten selbst stammen muB, sogenanntes ‘autologes En-
dothel’ (Lamm P., Juchem G., Weyrich P., Nees S., Reichart
B.: New alternative coronary bypass graft: First clinical
experience with an autologous endothelialized cryopreser-
ved allograft. J. Thorac. Cardiovasc. Surg. (1999), 117
(6): 1217-1219). Vaskuldres Endothel begrindet durch ak-
tive Entfaltung zahlreicher antiaggregatorischer, anti-
koagulatorischer und profibrinolytischer Aktivitdten die
schon lange bekannte, heute aber auch detailliert erklar-
bare Antithrombogenitdt aller gesunden GefaBwénde im

Herz- und Kreislaufsystem.

Die enzymatische Isolierung vaskuldrer Endothelzellen
auch aus menschlichen Blutgefaflen ist heute standardmaBig
durchfihrbar. Eine gleichmd&BRige Aussaat dieser Zellen in
fibrinbeschichteten PTFE - Prothesen wurde durch Rotation
eines mit der Zellsuspersion gefillten GefdlBes um seine
longitudinale Achse erreicht. Nach etwa 3 Stunden erfolgt
die Entnahme der mit den adhdrent gewordenen Endothelzel-
len besiedelten GefadBe und ihre Uberfuhrung in spezielle
Kultivationsgeféﬁe. Das Auswachsen der Endothelzellen bis
zur kontinuierlichen Auskleidung der Gefdfe ("Kultivation
bis zur Konfluenz") wird in herkémmlichen Brutschranken

bei 37°C in gesattigter Wasserdampfatmosphdre erreicht.

Dieses Verfahren wurde auch schon erfolgreich zur autolo-
gen Endotheliasierung kryoprédservierter und =zuerst von
ihrem nativen Endothel befreiter Venen eingesetzt, wobei
die Kultivationsphase unter standiger Uberdruckperfusion
der mit Endothelzellen besiedelten Venen verlief (s. oben

zitierte Publikation).
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Bei allen bislang bekannten Verfahren besteht das prinzi-
pielle Problem, daBk die zu endothelialisierenden Blutge-
falke zum Zwecke ihrer Vorbereitung, zur Aussaat der En-
dothelzellen fir den KultivationsprozeB und fir den Qua-
litatsnachweis des schliefflich erhaltenen Gef&BRpraparates
mehrfach umgelagert und neu montiert werden missen. Abge-
sehen von der Gefahr einer erheblichen mechanischen Scha-
digung der empfindlichen Prothesen, zum Beispiel durch
Kollabieren und durch Reibungseffékte vor allem im Be-
reich der Innenwand, steht die unter diesen Bedingungen
unvermeidlich hohe mikrobielle Kontaminationsgefahr einer
verantwortlichen klinischen Nutzung solcher Prédparate
entgegen. Aus analogen Gesichtspunkten ist auch die Kul-
tivation der GefdBe fir den medizinischen Einsatz in her-
kommlichen Brutschranken problematisch, ganz abgesehen
davon, dab bei einer Serienproduktion endothelialisierter
Gefdabe wegen des groBen Platz- und stdndigen Umristungs-
bedarfes sehr viele Brutschradnke, sterile Arbeitsbanke
und grole Zellkulturrdume notig widren. Weiterhin ist eine
akzeptierbare Qualitadtskontrolle der endothelialisierten
Gefdfe nur méglich, wenn das Produkt unmittelbar vor sei-
ner Implantation in den Patienten in méglichst derselben
geometrischen Ausrichtung Uberpriift wird, in der es
schliefRlich auch eingendht wird. Es kommt hinzu, daB die
bisherigen lbgistischen MaBnahmen fir diesen GefédBersatz
auch keinerlei Sorge dafir tragen, wie die endotheliali-
sierte Prothese tiber teilweise weite Strecken am sicher-
sten und schonendsten in den Operationsraum zu befdrdern

ist.

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht daher dar-
in, eine Beschichtungseinrichtung fir eine praktikable
Endothelialisierung bzw. Epithelialisierung von Hohlorga-
nen, insbesondere von BlutgefaBprothesen zu schaffen, die
eine praktikable und gualitativ akzeptable Beschichtung

von Gefdben mit Endothel- bzw. Epithelzellen erméglicht
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und flr den Betrieb in handelstblichen Sterilbidnken und
Isolatoren geeignet 1ist, um die aufwendige und teure In-
betriebnahme von Reinst-R&umen umgehen zu k&énnen. AuBer-
dem sollte das Problem der sterilen Transportierbarkeit
der fertigen endothelialisierten Prothesenprodukte bis in
den Operationsraum und das der dortigen sterilen Entnahme

geldst werden.

Diese Aufgabe wird durch eine Beschichtungseinrichtung

mit den Merkmalen des Patentanspruches 1 geldst.

Die erfindungsgemdfe Beschichtungseinrichtung sieht kon-
zentrische Beschichtungskompartimente bzw. Beschichtungs-
kammern vor, in deren zentralem Innenbereich biologisch
zu beschichtende, natilirliche oder nicht natiirliche Hoh-
lorgane gelagert und fixiert werden koénnen. Bevorzugte
Hohlorgane weisen an ihrer inneren Oberfldche bzw. an der
luminalen Oberfldche keine Auskleidung mehr mit Epithel
oder Endothel des Spenders auf. Eine besonders gestaltete
Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung zielt auf sol-
che BlutgefdBfe und ihre Klappen ab, die dann mit patien-

tenautologem Endothel ausgekleidet werden.

Diese Beschichtungseinrichtung mit den betriebsbereiten
Beschichtungékammern besteht aus einem nicht toxischen
Werkstoffen, die in (bersattigtem Wasserdampf ausreichen-
de Zeiten lang bei 127° C autoklaviert werden koénnen. Auf
diese Weise 1laBt sich eine vollkommene Sterilisation er-

reichen.

Ein weiterer Vorteil der vorliegenden Erfindung besteht
darin, daB diese Beschichtungseinrichtung mit den Be-
schichtungskammern fest auf einer speziellen Rotations-
einrichtung gelagert und durch diese in Drehung versetzt

werden konnen.
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Die sterilen Beschichtungskammern der erfindungsgemiafen
Beschichtungseinrichtung lassen iber entsprechende Kani-
len, Schlauche und 3-Wege-Ventile einen stédndigen Zugang
in den Innen- und Aufenraum der Hohlorgane zu. Durch ein-
faches Umschalten der Zugangswege zu den entsprechenden
Versorgungsgefdfen lassen sich im Zusammenhang mit der
wahlweise einschaltbaren Rotationseinrichtung samtliche
Vorarbeiten, AussaatmaBnahmen, Kultivationszwecke und die
Durchfihrung exakter und zuverlassiger Qualitdtskontrol-
len vornehmen, ohne dak das zentral gelagerte Hohlorgan
zwischenzeitlich aus der Beschichtungseinrichtung heraus-
genommen werden mufl. Dadurch ergibt sich vorteilhafter-
weise ein erheblich geringeres Kontaminationsrisiko. Die

gualitative Sorgfaltspflicht wird erfillt.

Darlber hinaus wird das Kontaminationsrisiko bei einer
bevorzugten Ausgestaltung der Erfindung auch dadurch er-
heblich verringert, daB die notwendigerweise bei 37° C
stattfindende Aussaat und Kultivation der Epithel- bzw.
Endothelzellen nicht in herkdmmlichen Brutschranken
stattfindet, sondern unter Temperierung durch einen eige-
nen Flissigkeitswédrmemantel in einer Temperiereinrichtung
erfolgen kann. Als Temperierflissigkeiten werden erfin-
dungsgemdll desinfizierende Losungen ausgewahlt, die in

einem geschlossenen Temperierkreisauf umgewalzt werden.

Ein weiterer wesentlicher Vorteil dieser Ausgestaltung
der vorliegenden Erfindung besteht darin, daB zur Tempe-
rierung der Beschichtungskammern nur ein verhdltnismaRig
geringer technischer und r&dumlicher Aufwand erforderlich
ist. Dadurch ergibt sich die Moglichkeit, sehr viele Be-
schichtungskammern gleichzeitig oder auch zeitlich ver-
setzt auf engstem Raum, vorzugsweise in einer sterilen
Arbeitsbank, in normaler Luftatmosphidre nebeneinander zu

betreiben.
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Die erfindungsgemdBe Konstruktion der Beschichtungskammer
umfaft auch die Moglichkeit eines konstanten Atemgasaus-
tausches der wachsenden Zellen unter Konstanthaltung des
pH-Wertes im Wachstumsmedium ohne gréBeren apparativen

Aufwand.

Durch die erfindungsgemdfe Beschichtungseinrichtung wird
es vorteilhafter Weise ermdglicht, daf das in der zentra-
len Beschichtungskammer eingekapselte Hohlorgan unter
Wahrung strikt aseptischer Kautelen unproblematisch aus
der vorliegenden Beschichtungseinrichtung entnommen wer-
den kann. Auflerdem wird vorher auch der sterile Transport
Uber weite Strecken bis zum Operationsraum erméglicht.
Dort 1laft sich das fertige und zuvor funktionell uber-
prifte Hohlorgan auf einfache Weise steril entnehmen und

anschliefend sofort implantieren.

Die Erfindung kann bei allen kinstlichen und natirlichen
Hohlorganen und deren Bestandteilen vorteilhaft angewen-
det werden, beispielsweise bei naturlichen BlutgefaBen
und ihren Klappen, Lymphgefdfen und ihren Klappen, Harn-
leitern, Samenleitern, Bronchien, Gallengidngen, Darmab-
schnitten und bei jeglichem prosthetischen Ersatz solcher

Hohlorgane.

Vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung gehen aus den

Unteransprichen hervor.

Im folgenden werden die Erfindungen deren Ausgestaltungen

im Zusammenhang mit den Figuren ndher erlidutert. Das zei-

gen:
Fig. la ein erfindungsgemdBes Gewebekultursystem

Endothelialisierung von BlutgefdBprothesen;
Fig. 1b

eine Dbesonders erfindungsgerechte Gestaltung



10

15

20

WO 00/64569 PCT/EP00/03420
8

der Abkapselung der Uber Kanilen versorgten
Prothesen mittels spezieller VerschluBkappen;

Fig. 2 eine schematische Darstellung der Integration
der erfindungsgemdfen Einrichtung in ein Ge-
samtsystem;

Fig. 3 in schematischer Darstellung den Aufbau einer
einfachen Rotationsanordnung;

Fig. eine schematische Darstellung zur Erlduterung

der bevorzugten Temperierung der erfindungsge-

maBen Einrichtung im geschlossenen Umwalzkreis-

lauf, und

Fig. 5 eine Weiterbildung der Erfindung.

Gemal Figur la umfaft das vorliegende Gewebekultursystem
100 im wesentlichen eine erste Kanile 1 und eine zweite
Kanile 2, die vorzugsweise aus Stahl bestehen, ein erstes

Rohr 3, ein iweites Rohr 4 und ein Auflenrohr 9.

Die Stahlkanilen 1 und 2 verlaufen von auBlen Jjeweils in
eines der Enden des ersten Rohres 3 hinein und sind in
diesem in der L&dngsrichtung des ersten Rohres 3 von ein-
ander beabstandet. Die Kanidlen 1 und 2 sind vorzugsweise
zwelgeteilt, wobeil die beiden Teile 1', 1'' jeweils in-
einander verschraubbar sind (Fig. 1b).Die zugehdrigen Ka-
nilen-Verbindungsstellen werden im Bereich der
Quetschdichtung 10 bzw. 11 positioniert und durch diese
zirkumferent abgedichtet. AuBerdem besitzt auch das aus

der Dichtung 10 nach auBen ragende Ende der Kanile 1 bzw.
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des Teiles 1' ein Schraubgewinde, Uber das eine Verliange-
rungskantle desselben AuBendurchmessers angesetzt werden
kann, das bei der spéadteren Einbringung der zu beschich-
tenden Prothese in das Lumen des Rohres 3 durch das Loch
der Quetschdichtung 10 gefddelt wird und dann das Einzie-
hen der an Kanule 1 fixierten Prothese in das Rohr 3 er-
moéglicht. Danach wird das Kanllenverlidngerungsstiick wie-
der entfernt (siehe hierzu und zu weiteren Details, die
noch beschrieben werden Fig. 1b). Vorzugsweise besteht
das erste Rohr 3 aus Polycarbonat oder Glas. In dem er-
sten Rohr 3 sind in einer bewdhrten Ausfilhrung vier lon-
gitudinal verlaufende Reihen mit Loéchern angeordnet, die
jeweils um 90° gegeneinander in der Umfangsrichtung des
ersten Rohres 3 versetzt sind und einen Abstand von ca.
15 mm aufweisen. Die Locher 5 weisen vorzugsweise jeweils
einen Durchmesser von etwa 2 mm auf. In seinem AuBRenum-
fang besitzt das erste Rohr 3 eine von der einen Seite
des ersten Rohres 3 zur anderen Seite desselben verlau-
fende schraubenférmige Nut 6, die zur Aufnahme einer
dinnwandigen, kleinlumigen Leitung 7 dient, die um das
erste Rohr 3 herumgewickelt ist. Die Leitung 7 besteht
vorzugsweise aus Teflon. Ihr Durchmesser betridgt etwa 1 -
1,5 mm. Die Wandstdrke der Leitung 7 betriagt etwa 0,1 -

0,2 mm.

An jeder Seite des ersten Rohres 3 befindet sich vorzugs-
weise eine aus Silikon-Kautschuk bestehende Quetschdich-
tung 10, 11, wobei die Kanile 1 bzw. 2 durch eine mittle-
re Bohrung 12 bzw. 13 der Quetschdichtungen 10 bzw. 11
verlauft und der jeweilige Endbereich des ersten Rohres 3
in eine ringfoérmige Nut 14 bzw. 15 eingesetzt ist, die
sich in der dem Rohr 3 zugewandten Seite der Jjeweiligen
Quetschdichtung befindet. Auf diese Weise wird das erste
Rohr 3 konzentrisch zu den Kanilen 1 und 2 gehalten. Vor-
zugswelise bestehen die Quetschdichtungen 10 bzw. 11 aus

einem aus 2 Komponenten zusammengesezten, zundchst zdh-
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flissigen Silikon-Kautschuk der Firma Wacker Chemie, Miin-
chen (Elastosil 4601 A bzw. B). Sie werden speziell ge-
gossen und heilpolymerisiert, sind biologisch absolut
inert und setzten keinerlei toxische Beimengungen frei.
AuBerhalb der ringférmigen Nut 14 bzw. 15 weist die in
der Figur 1 linke Quetschdichtung 10 Durchgdnge 16 bzw.
17 auf, durch die der eine Endbereich 7' der Leitung 7
bzw. der andere Endbereich 7'' der Leitung 7 hindurch ge-

fihrt sind.

Das erste Rohr 3 1ist vorzugsweise konzentrisch in dem
zwelten, vorzugsweise aus Glas gefertigten Rohr 4 ange-
ordnet, das mit seinen Enden in eine ringférmige Nut 18
bzw. 19 der Quetschdichtung 10 bzw. 11 eingreift. An sei-
nen Endbereichen weist das zweite Rohr 4 auBenseitig je-
weils ein AuBengewinde 20 bzw. 21 auf, an dem das Innen-
gewinde 22 bzw. 23 eines kappenférmigen, autoklavierbaren
Schraubdeckels 24 bzw. 25 verschraubbar ist, wobei die
Quetschdichtungen 10 bzw. 11 zwischen der Endwand 26 bzw.
27 des Schraubdeckel 24 bzw. 25 und den jeweiligen Enden
des ersten Rohres 3 und des zweiten Rohres 4 zusammen ge-
gquetscht werden, wobei die in die Nuten 14 bzw. 15 und 18
bzw. 19 eingreifenden Enden des ersten Rohres 3 und des
zweiten Rohres 4 abgedichtet werden, so daB die Beschich-
tungskammer 28, die den Innenraum des ersten Rohres 3 und
den Raum 27' zwischen dem ersten Rohr 3 und dem zweiten
Rohr 4 umfalt, nach auBlen abgedichtet ist. Ebenso werden
beim Zusammendricken der Quetschdichtungen 10, 11 die
Hindurchfihrungen der Endbereiche 7' und 7'' der Leitung
in den Durchgangen 16 und 17 der linken Quetschdichtung
10 abgedichtet. Die Stahlkanile 1 und die Endbereiche 7',
7''" der Leitung 7 verlaufen durch eine Bohrung 30 in der

Endwand 26 des Schraubendeckels 24 nach auBen.

Der Innenraum des ersten Rohres 3 bzw. die Beschichtungs-

kammer 28 steht Uber eine Schlauchleitung 34, die durch
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einen Durchgang 35 der rechten Quetschdichtung 11 dicht
hindurch gefihrt ist mit der AuBenseite in Verbindung.
Die Schlauchleitung 34 verlauft durch eine Bohrung 36 der
Endwand 27 des rechten Schraubdeckels 25. In einer ent-
sprechenden Weise verlauft eine Schlauchleitung 37 von
der Beschichtungskammer 27 durch einen Durchgang 33 der

rechten Quetschdichtung 11 und die Bohrung 36 nach auBen.

Eine besonders erfindungsgerecht ausgestaltete Konstruk-
tion der beiden Quetschdichtungen 10 und 11 mit ihren Ka-
nilen 1 bzw. 2 ergibt sich aus Fig. 1lb, in der allerdings
aus Grinden der besseren Ubersichtlichkeit die
Schlauchleitungen 16 und 17 (der Quetschdichtung 10) bzw.
34 und 37 (der Quetschdichtung 11) weggelassen wurden.
Dort sind auch die Mittel skizziert, mit denen es ge-
lingt, die mit den Prothesenendstiicken verbundenen Innen-
teile der zweiteiligen Kanilen 1 und 2 unter sterilen
Kautelen von der AuBenwelt abzuschirmen, obwohl es ande-
rerseits notwendig ist, die Prothesen wvon auBen her zu
versorgen, z. B. mit Nahrmedium zu perfundieren. Zweckmi-
Rigerweise werden die Quetschdichtungen 10 und 11 auf ih-
rer AuBenoberflidche jeweils mit wenigstens einer das zen-
trale Kanilenfilhrungsloch konzentrisch umlaufenden Dicht-
lippe 90 versehen, die mittels der Schraubdeckel 24 und
25 aufpressbére, stempelartige Stahlteile 91 mit Zentral-
bohrung 892 auf ihrer Auflageflache zu den Dichtungen 10
bzw. 11 zu ihrer jeweils durchlaufenden Kaniile hin ab-
dichten. Das zylinderartige Ende beider Stahlteile 91 ist
mit einem AuRengewinde 93 versehen, das das Aufschrauben
eines durchlochten, mit einer Silikondichtung 95 versehe-
nen Deckels 94 ermdglicht, mit dessen Hilfe der =zu den
Dichtungen 10 bzw. 11 fihrende Teil der Kaniilen 1 bzw. 2
zur Auflenwelt hin abgeschirmt werden kann. Nach Beendi-
gung der angestrebten Beschichtung der Prothese (siehe
unten) kénnen die AuBenteile der Kaniile abgeschraubt wer-

den und die im Bereich der Dichtungen 10 und 11 verblei-
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benden Kanilenstiicke 1'', 2'' mit der angehidngten Prothe-
se durch Aufschrauben eines Abschlufdeckels 96 mit unge-
lochter Dichtung 97 am Ende der Stahlteile 91 fir den
Transport steril verschlossen werden. Es wird darauf hin-
gewiesen, daBl in Figur 1b nur die linke Seite mit den
Knilenteilen 1' und 1'' dargestellt ist. Die rechte Seite

ist entsprechend ausgestaltet.

Konzentrisch zu der bisher beschriebenen Anordnung ist
das Aulenrchr angeordnet, das vorzugsweise aus einem
Glasrohr besteht, das an jedem Endbereich einen Zugangs-
stutzen 38, 39 aufweist und jeweils einen diesem nach au-
fen vorgelagerten ringformigen Haltewulst 40 bzw. 41 an
der AuBRenfldche des Aulenrohres 9 besitzt. Auf den kap-
penfoérmigen Schraubendeckel 24 und den kappenférmigen
Schraubendeckel 25, die in der beschrieben Weise das er-
ste Rohr 3 und das zweite Rohr 4 halten, sind jeweils ein
Kappenteil 42 bzw. 43 aufgesetzt, wobei die Endbereiche
des AuBenrohres 9 jeweils in eine ringfdrmige Nut 44 bzw.
45 des Kappenteiles 42 bzw. 43 eingreifen und die Halte-
wilste 40 bzw. 41 in entsprechende Vertiefungen 46 bzw.
47 der Kappenteile 42 bzw. 43 eingreifen. Auf diese Weise
wird das AuBenrohr 9 durch die flexiblen und straff an
ihm aufsitzenden Kappenteile 42 und 43 konzentrisch zum
zweiten Rohr'4 gehalten, wobei der Raum 48 zwischen dem
zweliten Rohr 4 und dem AuBenrohr 9 nach auBen abgedichtet

ist.

Vorzugsweise bestehen auch die Kappenteile 42, 43 aus dem
oben bereits bezeichneten, speziell gegossenen und heil-
polymerisierten 2-Komponenten Silikon-Kautschuk der Firma

Wacker Chemie, Minchen.

Die Kaniilen 1, 2 verlaufen durch Bohrungen 49 bzw. 50 des
linken bzw. rechten Kappenteiles 42 bzw. 43. Durch die

Bohrung 49 des linken Kappenteiles 42 verlaufen auch die
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Endbereiche 7', 7'' des Schlauches 7 nach auBen. Durch
die Bohrung 50 des rechten Kappenteiles 43 verlaufen auch

die Schlauchleitungen 34, 37 nach auBen.

Zu seiner Endothelialisierung wird ein Blutgef&B 51 etwa
mittig im ersten Rohr 3 angeordnet, wobei in die Enden
des Blutgefdfes 51 die Kaniilen 1 bzw. 2 hineinverlaufen.
Zur Abdichtung werden die Enden des BlutgefaBes 51 auf
den Endbereichen der Kaniilen 1, 2 mit einem Faden fi-

Xiert.

In der aus der Figur 1 erkennbaren Weise befinden sich an
den Enden der Kantlen 1, 2, den Enden der FEndbereiche 7',
7'' des Schlauches 7 und den Enden der Schlauchleitungen
34, 37 Kupplungssticke 52, die vorzugsweise ebenfalls aus
dem bereits genannten 2-Komponenten Silikon-Kautschuk be-
stehen und zur dichten Verbindung mit in der Fig. 1 nicht

dargestellten, externen Verbindungsschliuchen dienen.

Auf Grund der Auswahl der oben beschriebenen Materialien
kann die gesamte vorliegende Einrichtung im gesattigten
Wasserdampf bei einer Temperatur von 121 °C autoklaviert
und dadurch absolut zuverldssig auch in allen Hohlraumen

sterilisiert werden.

Gemal Figur 2 wird die vorliegende Gewebekultureinrich-
tung 100 der Figur 1 mit verschiedenen Versorgungseinhei-
ten verbunden. Einzelheiten der Figur 2, die bereits im
Zusammenhang mit der Figur 1 erldutert wurden, sind in
der entsprechenden Weise bezeichnet. Im linken Teil der
Figur 2 ist dargestellt, daB das Blutgefd® 51 uber die
Kanile 1, 3-Wege-Ventile 53, 54, 55 und verschiedene
Schlauchleitungen 56, 57, 58, 59 mit verschiedenen L&sun-
gen kontaktiert werden kann: aus einem GefdB 60 lber die
Leitung 59 mit Kulturmedium, iber die Leitung 58 mit au-

tologem Serum aus einem Gefa 61, Uber die Leitung 57
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auch noch mit anderen Losungen bzw. Suspensionen. Die
gasdurchldssige Leitung 7 aus dinnwandigem Teflon gestat-
tet eine ausreichende Versorgung der Blutgefdfizellen im
sonst vollkommen geschlossenen System mit Sauerstoff und
sorgt, wegen der Beimischung von 5 % CO; in die durchge-
blasene atmospharische Luft, fir eine Konstanz des pH-
Wertes des im Inneren der Gewebekultureinrichtung verwen-
deten Bicarbonat-gepufferten Kulturmediums. Zu diesem
Zweck sind der Endbereich 7' der Leitung 7 mit einem Ga-
seinlaB 62 fUr atmosphdrische Luft und 5% CO, und der End-
bereich 7'' der Leitung 7 mit einem Gasauslal 63 verbun-

den.

Mit der Hilfe der Leitung 7 und bei entsprechender Schal-
tung der 3-Wege-Ventile 53, 54, 55 und weiterer, in der
Figur 2 rechts dargestellter 3-Wege-Ventile 64, 65, kann
auch der Aubenraum des Blutgefadles 51 Uber die
Schlauchleitung 56 bzw. 34 mit Kulturmedium versorgt wer-
den, wobeil das Kulturmedium nach Durchgang durch die Be-
schichtungskammer 28 tliber die Schlauchleitung 37 und die
3-Wege-Ventile 64, 65 zu einem nicht dargestellten Ab-
tropfgefdll gegeben wird. Dies hat zum einen den Vorteil,
dal das labile, meist dinnwandige BlutgefdB 51 nicht mit
seinem ganzen Gewicht auf dem Unterstitzungsrohr auf-
liegt, sondein im Kulturmedium schwimmt und daB zum ande-
ren bei Applikation eines geringen Uberdrucks (AP = 10 -
20 cm H;0) =zur Fdllung und Perfusion des BlutgefiRes 51
mit Kulturmedium auch eine geringfiligige transmurale Fil-
tration dieses Mediums durch die Wandschicht des Blutge-
faBes 51 erfolgt, wenn der Weg fir diese Filtratmenge
Uber die 3-Wege-Ventile 64, 65 zum AbtropfgefaB freigege-
ben wird. Dieses Vorgehen férdert den Stoffaustausch der
Wandzellen. Beli langfristiger Durchstrémung (Perfusion)
des BlutgefédRes 51 mit dem - wegen der Zumischung von au-
tologem Patientenserum - wertvollen Kulturmedium emp-

fiehlt sich die Fihrung des aus der Kanile 2 abtropfenden
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Kulturmediums tiber ein weiteres 3-Wege-Ventil 66 unter
der Kontrolle eines periodisch gedffneten Magnetventils
67 oder einer periodisch aktivierten, peristaltischen

Schlauchpumpe.

Die Figur 3 zeigt die Seitenansicht des auf einer Rotati-
onseinrichtung 68 positionierten vorliegenden Gewebekul-
tursystems. Eine kontinuierliche und alternierend vor-
zugsweise mindestens 180° in die eine und dann mindestens
180° in die andere Richtung, 15 - 20 mal pro 1 Stunde ro-
tierende Antriebswalze 69, zweckmidBigerweise mit einem
Silikonlberzug, bewirkt eine passive Mitdrehung der Be-
schichtungseinrichtung. Die ebenfalls passiv mitdrehende
Walze 70 dient zusammen mit der Antriebswalze 69 als Un-
terstitzung fir das Gewebekultursystem. Ein einfach =zu
arretierender, mit einem leicht drehbaren Rad 71 versehe-
ner Bugel 72 hdlt die Beschichtungseinrichtung vorzugs-
weise von oben her sicher zwischen den Walzen 69, 70. Die
Langsdimensionierung der Walzen 69, 70 wird vorzugsweise
so gewahlt, daB sie - bei seitlicher Ansicht - zwischen
den beiden Zugangsstutzen 38, 39 des AuBenrohres 9 der
vorliegenden Beschichtungseinrichtung liegt. Dadurch wird
eine Bruchgefahr der Zugangsstutzen 38, 39 ausgeschlos-

sen.

Im Zusammenhang mit der Figur 4 wird nun die bevorzugte
Temperierung der vorliegenden Beschichtungseinrichtung im
Umwdlzprinzip erldutert. Da die Temperierflissigkeit
gleichzeitig auch desinfizierende Eigenschaften haben
soll und deswegen moéglicherweise auch organische L&sungs-
mittel (z. B. Athanol) enthialt, erfolgt die Umwalzung
zweckmafigerweise im geschlossenen System. Die Tempe-
riereinrichtung 73 weist zwel Uber eine zwischengeschal-
tete Wdrmeaustauscherspirale 74 und den Raum 67 zwischen
dem Rohr 4 und dem AuBenrohr 9 in Serie geschaltete Vor-
ratsflachen 75, 76 auf. Vorratsflasche 75 befindet sich
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zusammen mit der Warmeaustauscherspirale 74 im 37°C-
warmen Temperierbad bzw. Wasser eines standardmaffigen Um-
wadlzthermostaten. Vorratsflasche 76 wird Uber einen eige-
nen Warmemantel 77 mit dem umgepumpten Temperierwasser
auf 37° C vorerwarmt. Die in den Vorratsflaschen und im
Warmemantel der Endothelialisierungseinheit befindlichen
Flissigkeiten kommunizieren iber die Schlauchleitungen
78, 79, die Gasraume 80,81 der beiden Flaschen 75, 76 da-

gegen lber den Luftaustauscherschlauch 82.

Wird nun die Vorratsflasche 76 mit der Hilfe einer mog-
lichst einfach gestalteten mechanischen Vorrichtung
(nicht dargestellt) alternierend vom Niveau II auf das
Niveau I gehoben bzw. wieder auf das Niveau II gesenkt
usw. kommt es zu entsprechenden Ausgleichsstrémungen von
Temperierungsflliissigkeiten in den Leitungen 77, 78 bzw.
81 und damit =zur gleichmédbigen Temperierung des Gewebe-
kultursystems bzw. des darin positionierten BlutgefédBes
51. Zweckmébigerweise wird dieses Temperiersystem seit-
lich auBerhalb der zur Abschirmung der Beschichtungsein-
heit eingesetzten sterilen Arbeitsbank montiert und nur
iber die Schlduche 77 und 78 mit deren Innenraum verbun-

den.

Die beschriebene Beschichtungseinrichtung 1&Bt sich in
vorteilhafter Weise auf engstem Raum auch zur Serienbe-
schichtung mehrerer Blutgef&dfe gleichzeitig einsetzen,
wenn entsprechend viele Gewebekultursysteme auf ihren in-
dividuellem oder in Serie geschalteten Rotationseinrich-
tungen 68 nebeneinander angeordnet und mit Temperierflis-
sigkeit versorgt werden. Teure Brutschridnke entfallen,

der Platzbedarf ist relativ gering.

Im folgenden wird die Funktion der erfindungsgemdfen Ein-
richtung an Hand der autologen Endothelialisierung einer

kryoprdservierten Vene eines Patienten erliutert.
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Die Kryoprédservierung, das Auftauen und die Deendothelia-
sierung der Vene, sowie die Isolierung vom autoiogem Se-
rum bzw. autologem Endothelzellen und deren Kultivation
erfolgt vor der eigentlichen Endothelialisierung aufgrund

in der Fachliteratur publizierter Methoden.

Zum besseren Verstdndnis aller im folgenden beschriebenen

Vorgange wird auf die Figuren 1 bis 4 Bezug genommen.

Die Autoklavierung des AuBenrohres 9 der vorliegenden Be-
schichtungseinrichtung mit den aufgesetzten Kappenteilen
42, 43 erfolgt getrennt von der iber die Quetschdichtun-
gen 10, 11 bzw. die Schraubdeckel 24, 25 zusammengehalte-
nen Rohre 3, 4. In die entsprechend Fig. 1lb gestalteten
Quetschdichtungen 10, 11 werden zuvor auch die Endberei-
che 7', 7'' der Leitung 7 bzw. die Schlauchleitungen 35,

37 eingefddelt und mit ihren Kupplungen 52 versehen.

Nach dem Abkitthlen der Teile der vorliegenden Beschich-
tungseinrichtung wird eine aufgetaute und von ihrem nati-
ven Endothel befreite (deendothelialisierte) Spendervene
an ihren Enden mit den zweiteiligen Kanilen 1, 2 (s. Fig.
1b) verbunden. Danach wird das separat autoklavierte
Rohrsystem aﬁs den Rohren 3 und 4 vom rechten Ende her
durch Aufdrehen des Schraubendeckels 25 mit dem eingeleg-
ten Stahlteil (vgl. Fig. 1b) und Entfernen der
Quetschdichtung 11 getffnet. AnschlieBend wird die an die
zweliteilige Kanile 1 angeschraubte Verldngerungskaniile
(vgl. Fig 1b und Text der geratetechnischen Beschreibung
auf Seiten 9 bzw. 11/12) durch die entsprechende Bohrung
12 der gegeniberliegenden Quetschdichtung 10 bzw. die
Bohrung 30 des Schraubdeckels 24 gefihrt. Diese Mabnahme
wird durch leichtes Aufdrehen des Schraubendeckels 24 mit
eingelegtem  Stahlteil erleichtert, damit sich die

Quetschdichtung 10 entspannen kann. Auf diese Weise kommt
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das BlutgefaB 51 schlieBlich in seiner ganzen L&dnge aus-
gestreckt 1im Inneren des ersten Rohres 3 zu liegen und
die rechte, zweiteilige Kanitle 2 kann nun durch die zen-
trale Bohrung 13 der zuvor abgenommenen, aber schon posi-
tionierten Quetschdichtung 11 wund die Bohrung 36 des
Schraubdeckels 25 eingefthrt werden. Nun ist der Ver-
schlul des Doppelrohrsystems mit den Rohren 3 und 4 auch
an seinem rechten Ende durch Dichtung 11 und Verschrauben
des Schraubdeckels 25 moglich. Auch die beiden Enden der
Kantlen 1, 2 erhalten nun Kupplungselemente 52. SchlieB-
lich kann die ganze Konstruktion noch mit Hilfe des Au-
Renrohres 9 und der zugehdrigen Kappenteile 42, 43 umman-

telt werden.

Die fertig montierte Beschichtungseinrichtung wird tber
die diversen Leitungen 56, 57, 58 und die 3-Wege-Ventile
53, 54, 55, 64, 65, 66 gemaB der Figur 2 verschaltet und
gemdB Figur 3 auf einer Rotationseinrichtung 68 positio-
niert. Die Leitung 7 wird bis zum Ende aller im folgenden
geschilderten Schritte von einem Luftgemisch mit 5% Volu-

menanteil Kohlendioxid durchstromt.

Zur Vorbereitung des BlutgefdBes 51 fiir die Aussaat der
Patienten-autologen Endothelzellen wird es zunadchst aus
dem Vorratsgeféﬁ 61 Uber die entsprechend gelegten 3-
Wege-Ventile 53, 54 und 55 (Figur 2) zun&dchst mit Patien-
ten-autologem Serum gefillt, wobeil auch das 3-Wege-Ventil
66 kurzzeitig die verdradngte Luft aus dem Blutgefal frei-
geben muB. Es erfolgt eine Inkubation flir 12 bis 24 Stun-
den bei 37° C mit der Hilfe der in der Figur 4 gezeigten

Temperiereinrichtung.

Danach wird das Serum durch Eindricken von steriler Luft
Uber die Leitung 57 und bei geschlossenem 3-Wege-Ventil
55 und gedffneten 3-Wege-Ventilen 54, 53 und 66 ausge-

drickt. Sofort danach werden auf analoge Weise durch Kul-
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tivation vermehrte und anschlieBend suspendierte En-
dothelzellen des Patienten in zuvor durch mikroskopische
Auszdhlung genau bestimmter Konzentration (120.000 pro cm®
der Blutgefal-Innenwand) injiziert. Der Extravasalraum
wird Uber die Schlauchleitung 34 mit Kulturmedium ge-
fullt, wobei die Luft aus dem in Figur 2 von links nach
rechts oben schrédg gestellten Gewebekultursystem lber das
entsprechend gelegte 3-Wege-Ventil 64 und die
Schlauchleitung 37 entweicht. Danach wird die in der Fi-
gur 3 dargestellte Rotationseinrichtung 68 drei Stunden
lang aktiviert (15 bis 20 alternierende Halbdrehungen
/h). In diesem Zeitraum kommt es zur gleichmidBigen An-
heftung der sedimentierenden Endothelzellen an der Gef&R-
innenwand. Die Temperierung bei 37° C bleibt die ganze
Zeit und auch wdhrend aller folgender Arbeitsschritte be-
stehen. Nach dem Abschalten der Rotation und dem an-
schliefenden Ausdriicken des Inhaltes des BlutgefidBes 51
(er kann mikroskopisch auf noch suspendierte Endothelzel-
len Uberprift werden!) mit injizierter Luft Uber die Lei-
tung 57 und das 3-Wege-Ventil 66 wird das Blutgef&aR 51
durch entsprechendes Offnen der 3-Wege-Ventile 53, 54, 55
und 66 mit Kulturmedium geftillt, das aus dem Gefal 60 -
auf besonders einfache Weise mit Hilfe einer Boyle-
Marriott’schen Flasche, aber natirlich méglicherweise
auch mit Hilfe elektronischer oder anderer konstanter
Druckgeber - unter leichtem Uberdruck (ca. 10 - 20 cm Hy0)

angeboten wird.

Das aus dem Blutgefal 51 bzw. dem Venenlumen austretende
Kulturmedium wird beil entsprechend geschalteten 3-Wege-
Ventil 66 dber eine Schlauchstrecke gefithrt, die nur pe-
riodisch (z. B. jede Stunde fir ca. 10 Minuten) durch Ak-
tivieren einer peristaltischen Pumpe oder eines Magnet-
ventils 67 freigegeben wird. Auf dies Weise ergibt sich
eine besonders sparsame, diskontinuierliche Perfusion des

Blutgefdfes 51 mit dem wertvollen Kulturmedium (Medium
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199 mit Zusatz von 20 % autologem Serum und rekombinantem
basischem Fibroblasten - Wachstumsfaktor in der Konzen-
tration 2 ng/ml). Um eine wegen des leichten hydrostati-
schen Uberdrucks im BlutgefaB 51 mogliche physiologische
Durchspilung auch der Gef&Bwandschichten durch transmura-
le Filtration zu erreichen, werden die 3-Wege-Ventile 64
und 65 so geschaltet, daB der Weg vom Extravasalraum in
ein steril von der AuRenwelt abgeschirmtes Abtropfgefil

freigegeben wird.

Nach 5 bis 7 Tagen diskontinuierlicher Perfusion des
Blutgefafes 51 und der dabei erfolgenden konfluenten Aus-
kleidung seiner Innenfldche mit Patienten-autologem En-
dothel konnen im Prinzip diverse Qualitatskontrollen zum
Nachweis der Vollstandigkeit und Giite der erzielten En-
dothelbeschichtung durchgefiihrt werden. Die erforderliche
Fillung des BlutefdfBes 51 mit speziellen Reaktionsl&sun-
gen bzw. Substraten wird wieder Uber die Leitung 57 und
durch entsprechende Schaltung der 3-Wege-Ventile 53, 54,
55 bzw. Offnen des 3-Wege-Ventils 66 erreicht.

SchlieBlich wird das Blutgef&B 51 noch einmal sorgfaltig
mit Kulturmedium durchspilt und unter leichtem Uberdruck
gefdllt. Alle Kupplungsstiicke 52 werden abgeklammert,
dann werden élle Schlauchverbindungen jeweils am distalen
Ende aller Kupplungsticke 52 abgezogen. Der Uberdruck im
BlutgefdB 51 bleibt somit erhalten und die Innenrdume des
Gewebekultursystems steril. Nun kénnen die Kappenteile
42, 43 und der Wiarmemantel der Beschichtungseinrichtung
entfernt werden. Nun kann das nach wie vor geschlossene
zentrale Doppelrohrsystem (Rohre 3, 4) mit der Vene 51
entnommen, mit steriler PBS-Lésung an seinen Aufenwinden
abgespilt und dann in den Operationssaal gesendet werden.
Erst dort werden die Schraubendeckel 24, 25 entfernt.
Dann wird das Blutgefdal 51 vorsichtig entnommen und so-

fort implantiert.
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Die Figur 5 zeigt eine bevorzugte Weiterbildung der Er-
findung, bei der der Deckel 42 der Figur 1la, der den
Schraubdeckel 24 h&dlt und zum Rohr 9 hin abdichtet, durch
ein Kappenglied 198 ersetzt ist, das mit einem hohlzylin-
drischen Bereich 197 den Schraubdeckel 24 ubergreift und
mit einem Flansch 196 auf einem Auflageflansch 195 des
Rohres 9 aufliegt. Der Flansch 196 liegt auch an einer
kreisformigen Platte 194, vorzugsweise einer Metallplat-
te, an, die auflenseitig einen schragen Rand 193 beéitzt.
Der Endbereich des Rohres 9 besitzt ebenfalls auBenseitig
einen schragen Rand 192. Die schr&dgen Rander 192, 193
bilden ein "V" oder dergleichen, das auBenseitig durch
einen komplementdr ausgebildeten Spannring 190 ibergrif-
fen werden kann. Beim Spannen des an sich bekannten
Spannringes 190 durch Betéatigen eines Exzenterhebels
werden die schrdgen Rander 192, 193 gegeneinander gezogen
und werden dabei die Platte 194 und der Flansch 196 des
Kappengliedes 198 gegen den Auflageflansch 195 des Rohres
9 zur Herstellung einer dichten Abdichtung gedriickt.

Vorzugsweise besteht das Kappenglied aus einem heiB poly-

merisierten Zwei-Komponenten Silikon-Kautschuk-Material.

In der Platﬁe 194 und in dem Kappenglied 198 befinden
sich vorzugsweise mittig Loécher 199, 2000, durch das die
Endbereiche 7', 7'' des Schlauches 7, die Kaniilen 1 bzw.
2 bzw. die Schlauchleitungen 34, 37 nach auBen verlaufen

kébnnen.
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Patentanspriiche

Gewebekultursystem =zur Epitheliasierung bzw. Endothe-
liasierung und zur funktionellen Untersuchung und An-
lieferung nattirlicher oder kinstlicher Hohlorgane bzw.
Gefédfle wunter kontrollierbaren Sterilbedingungen fir

chirurgische Implantationszwecke, dadurch gekennzeich-

net, daB ein Hohlorgan (51) in einem ersten Rohr (3)

anordenbar ist, wobei jeweils ein Ende des Hohlorganes
(51) mit einer aus einer Seite des Rohres (3) dicht
herausflihrbaren ersten oder zweiten Kaniile (1, 2) ver-
bindbar ist, daB das erste Rohr (3) in einem zweiten
Rohr (4) angeordnet ist, wobei zwischen dem ersten Rohr
und dem zweiten Rohr eine an den Seiten des zweiten
Rohres (4) abgedichtete Kammer (77) gebildet wird, daB
das erste Rohr (3) Locher (5) aufweist, die Verbindun-
gen zwischen dem vom ersten Rohr (3) umschlossenen Raum
(28) zu der Kammer (77) herstellen, daB um den AuBenum-
fang des ersten Rohres (3) herum eine gasdurchldssige
Leitung (7) verl&auft, deren Endbereiche (7', 7'') dicht
aus der Kammer (77) herausgefthrt sind, daB durch eine
Kanltle (1) in das Blutgefall (51) ein patientenautologes
Serum einfiillbar und wahrend einer vorgegebenen ersten
Zeitdauer inkubierbar ist und danach suspendierte Zel-
len des Patienten 1in vorgegebener Konzentration inji-
zierbar sind, die eine zweite vorgegebene Zeitdauer im
BlutgefaBl (51) verbleiben, dab die Leitung (7) von ei-
nem Luftgemisch mit einem vorgegebenen Volumenanteil
Kohlendioxid durchstrémbar ist, daB in die Kammer (77)
und Uber die Loécher (5) in den Raum (28) ein Kulturme-
dium Uber eine dicht von einer Seite des zweiten Rohres
(4) her in die Kammer (77) eingefihrte Leitung (34)
einfillbar ist und dak nach dem Entfernen der injizier-

ten, suspendierten Zellen des Patienten aus dem Blutge-



15

20

25

30

35

40

WO 00/64569 PCT/EP00/03420

23

fahb (51) ein Kulturmedium in das BlutgefaB (51) ein-
bringbar ist, das wahrend des Wachstums von an der Ge-
fabwand sedimentierten Zellen wihrend einer dritten
vorgegebenen Zeitdauer im Blutgefal (51) wunter hy-
drostatischem Uberdruck verbleibt bzw. durch dieses

perfundiert wird.

Gewebekultursystem nach Anspruch 1, dadurch gekenn-

zeichnet, daf das erste Rohr (3) konzentrisch in dem

zweilten Rohr (4) angeordnet ist.

Gewebekultursystem nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge-

kennzeichnet, daf an jeder Seite des ersten Rohres (3)

und des zweiten Rohres (4) eine erste bzw. zweite
Quetschdichtung (10, 11) angeordnet ist, daB jeweils
ein Endbereich des ersten Rohres (3) in eine erste Nut
(14, 15) der ersten bzw. zweiten Quetschdichtung (10,
11) eingreift, daB jeweils ein Endbereich des zweiten
Rohres (4) in eine zweite Nut (18, 19) der ersten bzw.
zweiten Quetschdichtung (10, 11) eingreift, daB am Au-
Benumfang des Endbereiches des zweiten Rohres (4) je-
weils eine Befestigungseinrichtung fiir einen tuber der
ersten bzw. zweiten Quetschdichtung (10, 11) anordenba-
ren Deckel (24, 25) vorgesehen ist, derart, dabB bei be-
festigtem Deckel (24, 25) die erste bzw. zweite
Quetschdichtung (10, 11) zusammengedriickt ist, und daB
die erste bzw. zweite Kanule (1, 2) dicht durch eine
Bohrung (12, 13) der ersten bzw. zweiten Quetschdich-
tung (10, 11), die Endbereiche (7%, 7'') der Leitung
(7) dicht durch einen Durchgang (16, 17) einer
Quetschdichtung (10) und die Leitungen (34, 37) dicht
durch Durchgdnge (35, 36) einer Quetschdichtung (11)

verlaufen.

Gewebekultursystem nach Anspruch 3, dadurch gekenn-

zeichnet, dahb die Befestigungseinrichtung durch ein Au-
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ffengewinde (20, 21) eines Endbereiches des zweiten Roh-
res (4) und ein Innengewinde (22, 23) des als Schraub-

deckel (24, 25) ausgebildeten Deckels gebildet ist.

Gewebekultursystem nach einem der Anspriiche 1 bis 4,

dadurch gekennzeichnet, daB die Locher (4) in in L&angs-

richtung des ersten Rohres (3) verlaufenden Lochreihen
angeordnet sind, die in Umfangsrichtung des ersten Roh-

res (3) voneinander beabstandet sind.

Gewebekultursystem nach einem der Anspriche 3 bis 5,

dadurch gekennzeichnet, daB die Endbereiche (7%, 7'')

der Leitung (7) und die erste Kaniule (1, 2) durch einen
Durchgang (33) einer Deckelwand (26) eines Deckels (24)
gefihrt sind.

Gewebekultursystem nach einem der Anspriche 1 bis 7,

dadurch gekennzeichnet, daB die zur Kammer (77) fihren-

den Leitungen (34, 37) durch Durchgange (35, 36) einer
Quetschdichtung (11) gefihrt sind.

Gewebekultursystem nach Anspruch 7, dadurch gekenn-

zeichnet, daR die zur Kammer (77) fihrenden Leitungen

(34, 37) und die zweite Kantile (2) durch einen Durch-
gang (32)veiner Deckelwand (27) eines Deckels (25) ver-

laufen.

Gewebekultursystem nach einem der Anspriiche 1 bis 8,

dadurch gekennzeichnet, daBl die Enden der ersten Kaniile

(1), der zweiten Kanile (2), der Endbereiche (7Y, 7'')
der Leitung (7) und der zur Kammer (77) fihrenden Lei-
tungen (34, 37) jeweills mit einem Kupplungsstiick (52)

zur Verbindung mit externen Leitungen verbunden sind.

Gewebekultursystem nach einem der Anspriiche 1 bis 9,

dadurch gekennzeichnet, dal das zweite Rohr (4) von ei-
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nem Aufbenrohr (9) umgeben ist, das in der N&he seiner
Enden jeweils einen Zugangsstutzen (38, 39) aufweist,
dab die Endbereiche des AuBenrohres (9) zur Abdichtung
des zwischen dem zweiten Rohr (4) und dem AuBenrohr (9)
gebildeten Raumes (67) dicht in eine Nut (44, 45) eines
dicht auf den ersten bzw. zweiten Deckel (24, 25) auf-
gesetzten ersten bzw. zweiten Kappenteiles (42, 43)
eingreifen und dab Uber die Zugangsstutzen (38, 39) in
den Raum (67) eine Temperierflissigkeit einbringbar

ist.

Gewebekultursystem nach Anspruch 10, dadurch gekenn-

zeichnet, daB das erste bzw. zweite Kappenteil (42, 43)
auf dem jeweiligen Endbereich des AuBenrohres (9) durch
eine weitere Befestigungseinrichtung (40) gehalten

wird.

Gewebekultursystem nach Anspruch 11, dadurch gekenn-

zeichnet, daf die weitere Befestigungseinrichtung einen
an dem jeweiligen Endbereich des AuBenrohres (9) auBen-
seitig angeordneten ersten bzw. zweiten Haltewulst (40,
41)umfaflt, der in den Innenumfang des ersten bzw. zwei-

ten Kappenteiles (42, 43) dicht eingreift.

Gewebekultursystem nach einem der Anspriche 1 bis 12,
dadurch gekennzeichnet, daB die erste Quetschdichtung
(10) und die zweite Quetschdichtung (11) und/oder der
erste Deckel (24) und der zweite Deckel (25) und/oder

das erste Kappenteil (42) und das zweite Kappenteil
(43) und/oder die Kupplungsstiicke (52) aus einem heiB
polymerisierten Zwei-Komponenten Silikon-Kautschuk-

Material bestehen.

Gewebekultursystem nach einem der Anspriiche 1 bis 13,

dadurch gekennzeichnet, daB es eine Rotationseinrich-

tung (70) umfaBt, die das Aubenrohr (9) und die damit
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19.

26
verbundenen Elemente alternierend in die eine und in

die andere Richtung dreht.

Gewebekultursystem nach Anspruch 1, dadurch gekenn-

zeichnet, daB die Rotationseinrichtung (70) eine An-
triebswalze (71) umfaBt, die am AuBenumfang des AuBen-

rohres (9) angreift.

Gewebekultursystem nach Anspruch 15, dadurch gekenn-

zeichnet, daB das AuBenrohr (9) mit seinem zwischen den
Ausgangsstutzen (38, 39) angeordneten Bereich auf der
Antriebswalze (71) und einer von dieser beabstandeten

Walze (72) aufliegt.

Gewebekultursystem nach Anspruch 15 oder 16, dadurch

gekennzeichnet, daBb oberhalb des auf der Antriebswalze

(71) und der Walze (72) aufliegenden AuBenrohres (9)
ein am AuBenrohr (9) angreifendes Rad (73) vorgesehen
ist, wobei das Rad (73) in einem verstellbaren Biigel

(74) gehalten ist.

Gewebekultursystem nach einem der Anspriche 15 bis 17,
dadurch gekennzeichnet, daB die Lange der Antriebswalze

(71) und der Walze (72) etwa dem Abstand der beiden Zu-

gangsstutéen (38, 39) des AuBenrohres (9) von einander

entspricht.

Gewebekultursystem nach einem der Anspriiche 1 bis 18,

dadurch gekennzeichnet, daB eine Temperiereinrichtung

(80) vorgesehen ist, die zwei GefaBe (82, 83) aufweist,
die jeweils eine Temperierfliissigkeit enthalten, wobei
die Temperierfliissigkeiten iiber eine Warmeaustauschein-
richtung (81) und den Raum (67) zwischen dem zweiten
Rohr (4) und dem AuBenrohr (9) in Reihe geschaltet
sind, wobei die Luftvolumina der Gefiafe (82, 83) ober-

halb der Temperierflissigkeiten durch eine Luftaustau-
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schleitung (87) miteinander verbunden sind, und dapl ei-
ne mechanische Vorrichtung vorgesehen ist, die die Ge-
fake (82, 83) abwechselnd gegenphasig zwischen alter-
nierenden Niveaus (I, II) anhebt bzw. absenkt, so daB
durch den Raum (67) zwischen dem zweiten Rohr (4) und
dem Aubenrohr (9) und die Warmeaustauschereinrichtung
(81) alternierend Temperierflissigkeit zwischen den Ge-

faBen stromt.

Gewebekultursystem nach Anspruch 20, dadurch gekenn-

zeichnet, daBl die Wdrmeaustauschereinrichtung (81) zu-
sammen mit dem einen GefaB (82) in einem auf einer vor-
gegebenen Temperatur gehaltenen Temperierbad angeordnet

ist.

Gewebekultursystem nach Anspruch 20, dadurch gekenn-

zeichnet, daB das Aubenrohr (9) an seinen Enden jeweils
einen Auflageflansch (195) aufweist, daf7) eines Kap-
pengliedes (198) aufsetzbar ist, daB das Kappenglied
(198) einen Flansch (196) besitzt, der auf dem Aufla-
geflansch (195) des Aulenrohres (9) aufliegt, daB eine
Platte (194) auf der dem Deckelteil (24) abgewandten
Seite anordenbar und auf den Flansch (196) aufsetzbar
ist, und dall die Platte (194) und das Ende des AuBen-
rohres (9) jeweils schrdg nach auBen verlaufen und eine
Auswdlbung, vorzugsweise ein "V" bilden, auf das ein
komplementdr ausgebildeter Spannring (190) aufsetzbar
ist, der beim Spannen die Platte (198) gegen den
Flansch (196) und diesen gegen den Auflageflansch (195)
drickt.

Gewebekultursystem nach Anspruch 21, dadurch gekenn-

zeichnet, daB das Kappenglied (198) aus einem heiB po-
lymerisierten Zwei-Komponenten Silikon-Kautschuk-

Material besteht.
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Gewebekultursystem nach einem der Anspriiche 1 bis 22,

dadurch gekennzeichnet, daB die Kaniilen (1, 2) zweitei-

lig ausgebildet sind, und jeweils zwei miteinander ver-
bindbare Kantlenteile (1', 1'', 2%, 2'') umfassen, daB
die Verbindungsstelle der Kaniilenteile (1', 1'', 2,
2'') im Bereich der Quetschdichtungen (10, 11) positio-
nierbar und zirkumferent abdichtbar sind, daB mit dem
Deckelteil (24, 25) ein stempelartiges Teil (91) mit
seiner Auflagefldche gegen die Quetschdichtung (10, 11)
preflbar ist, wobei ein zylindrischer Bereich durch die
Offnung (30, 36) des Deckelteiles (24, 25) verlauft und
daf das Kanitlenteil (1', 2') durch eine Zentralbohrung
(92) des zylindrischen Bereiches des stempelartigen
Teiles (91) wverlauft, und daB auf das freie Ende des
zylindrischen Bereiches ein Deckel (94) mit einer Off-
nung zum Hindurchfihren des Kaniilenteiles (1', 2') oder

ein AbschluBdeckel (96) dicht aufsetzbar sind.

Verfahren zur Beschichtung eines BlutgefaBes (51) mit
Zellen in einer Beschichtungseinrichtung nach einem der

Anspriche 1 bis 23, gekennzeichnet durch die folgende

Schritte:

Dichtes Verbinden eines von ihrem nativen Endothel be-
freiten Blutgeféﬁes (51) eines Spenders an seinen Enden

mit der ersten Kanile (1) bzw. der zweiten Kaniile (2).

Anordnen des BlutgefaBes (51) und der damit verbundenen
ersten Kantile (1) und zweiten Kaniile (2) in dem ersten
Rohr (3) derart, daB die =zweite Kanitile (2) durch den
Durchgang (13) der zweiten Quetschdichtung (11) ver-
lauft, daB die erste Kaniile (1) und die Endbereiche
(7%, 7'') der Leitung (7) durch den Durchgang (12) bzw.
die Durchgédnge (16, 14) der ersten Quetschdichtung (10)
verlaufen und daB die zur Kammer (77) fiihrenden Durch-

gange durch die zweite Quetschdichtung (11) verlaufen.
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Befestigen des ersten Deckels (24) und des zweiten Dek-

kels (25) an dem zweiten Rohr (4). ‘

Anordnen und Befestigen des AuBenrohres (9) iiber dem
zweiten Rohr (4) mit dem ersten Kappenteil (42) und dem
zweiten Kappenteil (43) oder mit Kappengliedern (198),
Platten (194) und Spannhebeln (190).

Durchstrémen der Leitung (7) mit einem Luftgemisch mit

einem vorbestimmten Volumenanteil Kohlendioxid.

Einbringen von patientenautologem Serum in das Blutge-
fap (51) Uber eine Kantile (1).

Alternierendes Durchstrémen des Raumes (67) zwischen
dem zweiten Rohr (4) und dem AuBenrohr (9) mit einer in
der Temperiereinrichtung (80) temperierten Temperier-
flissigkeit wahrend einer ersten vorgegebenen Zeitdau-

er.

Entfernen des patientenautologen Serums aus dem Blutge-

fap (51).

Fillen des.BlutgeféBes (51) mit durch Kultivation ver-
mehrten wund anschliefend suspendierten Epithelzellen

des Patienten in einer genau bestimmten Konzentration.
Fillen der Kammer (77) mit einem Kulturmedium.

Alternierende Drehung des AuBenrohres (9) in der Rota-
tionseinrichtung (70) wahrend einer zweiten vorgegebe-
nen Zeitdauer, wobei die sedimentierten Endothelzellen

an der GefidBinnenwand anhaften.
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Anhaltende Rotationseinrichtung (70) und Ausbringen des

Inhaltes des Blutgefafes (51) Uber eine Kantle (2).

Fillen des BlutgefdBes (51) mit Kulturmedium und fort-
laufende diskontinuierliche Perfusion des BlutgefiBes

(51) mit dem Kulturmedium.

Entfernen des AuBenrohres (9) und der Kappenteile (42,
43) oder der Kappenglieder (198), Platten (194) und
Spannhebel (190) nach einer diskontinuierlichen Perfu-
sion mit dem Kulturmedium wé&hrend einer dritten vorge-
gebenen Zeitdauer und Abdichten der ersten Kaniile (1)
und der zweiten Kanile (2) und Transport des Blutgefa-
Bes (51) zusammen mit dem ersten Rohr (3) und dem zwei-
ten Rohr (4), die Uber die erste Quetschdichtung (10)
und den ersten Deckel (24) sowie die zZweite
Quetschdichtung (11) und den zweiten Deckel (25) dicht
miteinander verbunden sind, in einen Operationsraum und

dort Entnahme des Blutgefafes (51).
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