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Introduzione

Linsufficienza epatica acuta grave, nelle forme insorgen-
ti in soggetti non affetti da pregressa epatopatia croni-
ca, viene generalmente definita fulminante e comporta
una mortalitd che si aggira tra il 40 ed il 90% a secon-
da della eziologia (1, 2). Le cause possono essere infet-
tive, tossiche, metaboliche e, pill raramente, vascolari (1).
I trattamento di elezione ¢ oggi rappresentato dal tra-
pianto ortotopico di fegato a carattere d’urgenza, in
quanto l'insorgenza di edema cerebrale con erniazione
interna, pud portare rapidamente al coma irreversibile ed
a morte (3, 4). In questi casi vi ¢ la necessita di un trat-
tamento di supporto epatico fino a quando si renda
disponibile un fegato per il trapianto, c.d. trattamento
di bridging, o si abbia la regressione spontanea del qua-
dro clinico per rigenerazione del fegato. Altra condizio-
ne clinica in cui puo rendersi necessario un trattamen-
to di supporto epatico ¢ quella di non funzione prima-
ria del fegato trapiantato, la dove ¢ indicato un re-tra-
pianto di fegato in condizioni di urgenza.

I sistemi artificiali di supporto epatico sperimentati in
passato si basano sulla rimozione emodialitica dell’'ammo-
niaca (5) o di altre sostanze solubili di peso molecolare
medio compreso tra 400 ¢ 1500 Daltons (6). Si ¢ inol-

Riassunto

I sistemi di supporto epatico basati su epatociti sono
oggetto di sperimentazione per il trattamento dellinsuf-
ficienza epatica acuta con lo scopo di sostenere il paziente
fino al trapianto o di promuovere la rigenerazione
spontanea del fegato. Le limitazioni nel traspono ottimale
di soluti ed O, rendono i bioreattori a fibre cave poco
adarti  all’impiego con epatociti. Per questo abbiamo
sviluppato un bioreattore nel quale il flusso avviene in
senso radiale dal centro alla periferia, con completo
artraversamento da parte del fluido di perfusione di uno
spazio chiuso occupato dalle cellule. Cinque grammi di
epatociti - isolati di maiale sono stati  inoculati nel
compartimento cellulare del bioreattors costituito da una
struttura  tridimensionale di  tessuto-non  tessuto di
poliestere.  Tale struttura & compresa  tra due fogli
semipermeabili di polietersulfone. Le cellule epatiche sono
state  perfuse con terreno di cultura senza  siero,
mantenuto a 37° C ed ossigenato, al quale wnivano
aggiunti NH,Cl ¢ Lidocaina alle rispettive concentrazioni
finali di 1 mM e 60 uglml. La rimozione dellammonia-
ca, la sintesi di wurea, la produzione di monoetilglici-
naxilidide (MEGX), la pO, la pCO,, ed il pH, sono
stati misurati durante i 14 giorni di durata dello studio.
In una wulteriore sevie di esperimenti, un biowatrtore a
Sflusso radiale di maggiori dimensioni, contenente 150
grammi di eparociti, é staro perfuso per 7 ore con plasma
umano e la produzione di MEGX ¢ stata testata dopo
aggiunta di Lidocaina. Durante le 2 settimane di
perfusione con terreno di coltura, abbiamo wgistraro una
costante sintesi di wurea, parallelamente alla  derossi-
ficazione dellammoniaca, mentre le concentrazioni di
MEGX sono pwgressivamente aumentate in  risposta
allaggiunta di Lidocaina, dato questultimo confermato
anche nelle 7 ore di perfusione con plasma umano.
Lesame  ultrastrutturale  al  microscopio  elettronico  ha
evidenziato eparociti adesi tra di loro ed al poliestere,
con un aspetto tipico di cellule metabolicamente attive.
Il nostro studio dimostra che epatociti isolati, perfusi
allintemo  del bioreattore a  flusso radiale possono
mantenere a lungo funzioni metaboliche e di biotra-
sformazione  altamente  differenziate,  suggerendo  un
potenziale impiego del nostro modello per il supporto
extracorporm di pazienti  con insuﬂicienza epatica
acuta.

Parole chiave: Epatociti isolati, bioreattore a flusso radia-
le, sistemi ibridi di supporto epatico, detossificazione
dell’ammoniaca, sintesi di urea, metabolismo della
Lidocaina, insufficienza epatica acuta.
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Summary

A NEW RADIAL FLOW BIOREACTOR IN VITRO
INVESTIGATION WITH ISOLATED HEPATOCYTES

Hepatocyte based artificial liver support systems are under
investigation to support acute liver failure patients. The main
purpose of such systems is to serve as a bridge to liver
transplantation, or to promote spontaneous liver recovery.
Limitation in mass-transfer capacity makes hollow-fiber
bioreactors unsuited for long-term functioning of hybrid
devices. We developed a novel radial-flow bioreactor in which
the fluid perfuses the module from the center ro the periphery,
after having diffused through a space occupied by a three-
dimensional structure filled with the heparocytes. Five grams
of freshly isolated porcine hepatocytes were seeded into
uncoated, woven-non woven, hydrophilic polyester fabric,
overlaid by two polyethersulfone membranes. Liver cells were
perfused with 37° C-warm, oxygenated, serum-free tissue
culture medium, in which NH ,Cl and Lidocaine were added
at the final concentration of 1 mM and 60 ug/ml,
respectively. Ammonium chloride removal, urea synthesis,
monoethylglycinexylide (MEGX), pO,, pCO.,, and pH were
measured throughout the 14 day duration of the study. In a
separate set of esperiments, a scaled-up version of the radial
Sflow bioreactor containing 150 grams of cells was perfused
for 7 b with recirculating human plasma and MEGX
production was monitored. During the 2 weeks of the stud,

an increasing production of urea was paralleled by constant
ammonium removal. MEGX concentration after Lidocaine
addition increased throughout the 14 days of perfusion with
tissue culture medium, as well as after 7 hour perfusion with
human plasma. Under transmission and scanning electron
microscopy cells appeared attached to the polyester and one
to each other, displaying ultrastructural features typical of
Sfunctioning hepatocytes. Our study showed that liver cells
were metabolically active when perfused into the radial-flow
bioreactor. This configuration allowed close contacr between
media, or plasma, and cells ar a physiological flow rate, by
equalizing the concentration of the perfusing components,

including O, throughour the module. Our results suggest a
potential use of this system for temporary extracorporeal liver
support in acute hepatic failure patients.

Key words: Isolated hepatocytes, radial flow bioreactor,

liver support systems, ammonium detoxification, urea
synthesis, lidocaine metabolism, acute liver failure.

tre sfruttata la possibilita di rimuovere dal sangue circo-
lante la bilirubina od altre sostanze tossiche legate a pro-
teine, utilizzando resine sintetiche a scambio ionico, men-
tre per la rimozione di sostanze liposolubili, come i poli-
peptidi, i mercaptani, le endotossine, i fenoli e gli ami-
noacidi aromatici, si ¢ ricorsi all'uso di particelle di car-
bone attivato o di resine neutre (7). In generale pero,
questi sistemi non hanno dimostrato un significativo
aumento della sopravvivenza nei pazienti con insuffi-
cienza epatica fulminante ed in particolare, scarso o nul-
lo ¢ stato leffetto terapeutico sulla encefalopatia e
sull’edema cerebrale (7, 8).
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I sistemi bioartificiali di supporto epatico si basano
sullipotesi che solamente la cellula epatica pud sostitui-
re le molteplici funzioni del fegato, primariamente quel-
le cosiddette di biotrasformazione, agendo efficacemente
sulla encefalopatia e sull'edema cerebrale. Dopo i suc-
cessi ottenuti con la perfusione extracorporea in circola-
zione crociata di un fegato isolato (9), tale metodica si
scontra oggi con la scarsitd di fegati umani a disposi-
zione per il trapianto, con I'impossibilita di utilizzare
organi di primati e, qualora si utilizzi un organo di maia-
le, con le limitazioni legate al rigetto iperacuto. Per que-
ste ragioni, 'orientamento pilt moderno ¢ quello di met-
tere a punto sistemi di supporto bioartificiali, od ibridi,
in cui cio¢ la cellula epatica isolata viene utilizzata insie-
me ad altre componenti artificiali, sia attive che non atti-

e (10).

Materiali e Metodi

Isolamento degli epatociti. Nel fegato bioartificiale (FBA)
da noi sperimentato, le cellule epatiche vengono isolate
attraverso la digestione collagenasica del fegato di suino.
Gli animali donatori sono suini femmina di circa 3 mesi
di eta e 20 kg di peso, di razza Landrace bianca, speci-
fic patogen-free, allevati e forniti appositamente per que-
sto studio dall'Istituto Zooprofilattico Sperimentale
del’Emilia-Romagna e della Lombardia, sede di Brescia.
La sperimentazione ¢ stata condotta in accordo con la
legislazione vigente in tema di utilizzo degli animali da
laboratorio a scopo scientifico e sotto la supervisione di
un Medico Veterinario. Tutti gli isolamenti cellulari sono
avvenuti tra le 9 e le 12 antimeridiane in animali in
anestesia generale, intubati per via oro-tracheale e venti-
lati meccanicamente. Dopo laparotomia mediana. il fega-
to ¢ stato dapprima devascolarizzato e quindi perfuso i
situ attraverso la vena porta con una soluzione 2 mM/L
di acido etlilenediaminotetracetico (EDTA) a 37 °C. Una
volta espiantato, il fegato ¢ stato perfuso con una solu-
zione ossigenata a 37 °C, contenente lo 0,1% (peso/volu-
me) di collagenasi (tipo P; Boechringer-Mannheim,
Indianapolis, USA). La soluzione collagenasica ¢ stata fat-
ta ricircolare per circa 20 minuti a 300 ml/min, fino
alla disgregazione del parenchima epatico. Il fegato dige-
rito ¢ stato quindi risospeso in terreno MEM, modifi-
cato secondo Dulbecco (D-MEM; Sigma Chemical Co.,
St. Louis, USA), contenente il 10% di siero di vitello
neonatale (NCS; Hyclone Lab. Inc., Logan, USA) a 4
°C, come precedentemente riportato (11). Con un pro-
cedimento semiautomatico di lavaggio, separazione, cen-
trifugazione e recupero delle cellule, ¢ stato possibile otte-
nere epatociti isolati di maiale in tempi rapidi ed in con-
dizioni di sterilita (12). In breve, Il fegato digerito ¢ dap-
prima filtrato per gravita attraverso 3 griglie in acciaio
aventi porosita decrescente e successivamente la sospen-
sione epatocitaria viene purificata ed arricchita utilizzan-
do un processore per cellule ematiche (COBE 2991;
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Fig. 1: Rappresentazione schematica della unitd funzionale del bioreatto-
re a flusso radiale. Le freccie verticali rappresentano il flusso del plasma,
o del terreno di coltura, che avviene rispettivamente attraverso la prima
membrana porosa di polietersulfone (A), attraverso lo strato di tessuto-
non tessuto di poliestere contenente gli epatociti isolati (B) ed infine
attraverso la seconda membrana porosa di polietersulfone (C).

COBE Blood Component Technology, Lakewood, USA).
Utilizzando questo apparato, gli epatociti vengono lava-
ti due volte in volumi di circa 600 ml di D-MEM con-
tenente il 10% di NCS a 4 °C e centrifugati a 50 X
g. Al termine della procedura, il numero e la vitalita
degli epatociti sono stati valutati utilizzando una came-
ra di Burker al microscopio invertito, dopo colorazione
con soluzione di trypan blue allo 0,4% (13).

Coltura in vitro. Per 'utilizzo del bioreattore per uso cli-
nico da perfondere con plasma umano, le cellule otte-
nute sono state lavate in soluzione fisiologica. Per espe-
rimenti che prevedevano la perfusione a lungo termine
con terreno di coltura, aliquote di 1 x 10% cellule sono
state dapprima inoculate in capsule di petri in plastica
non rivestite, da 140 mm di diametro (Gibco Co.,
Milano) ed incubate in vitro per circa 18 ore in 65 ml
di D-MEM con 10% di siero fetale di vitello (FBS;
Hyclone Lab. Inc., Logan, USA), mantenute in atmo-
sfera umida al 95% aria/5% CO,, a 37 °C.

Bioreattore. Nel nostro laboratorio abbiamo messo a pun-
to un bioreattore specificamente progettato per il FBA
(14, 15). 11 principio secondo cui esso ¢ stato disegna-
to ¢ quello di permettere il contatto diretto tra il pla-
sma del paziente e le cellule epatiche di maiale. Per que-
sto ¢ stata adottata la geometria del flusso radiale, secon-
do la quale il plasma diffonde dal centro verso la peri-
feria del bioreattore, dopo aver attraversato il comparto
occupato dalle cellule (Fig. 1). Tale comparto ¢ delimi-
tato da due membrane porose di polietersulfone, aventi
un cut-off nominale di 0,45 wm, che permette il pas-
saggio massivo dei soluti plasmatici, mass transfer, ma
non la fuga degli epatociti. Immediatamente dopo I'iso-

lamento, gli epatociti vengono inoculati nell’ambito di
una struttura tridimensionale di microfilamenti di tessu-
to-non tessuto di poliestere biocompatibile.

Per gli esperimenti di perfusione in vitro di lunga dura-
ta, 5 x 108 epatociti di maiale con vitalita al test trypan
blue > di 90%, sono stati inoculati in un bioreattore di
scala ridotta e successivamente perfusi per due settimane
con terreno di coltura senza siero, dopo 18 ore di coltu-
ra primaria in capsule petri. Per gli studi che prevedeva-
no I'impiego di un prototipo clinico di bioreattore a mag-
gior capacita cellulare e la perfusione con plasma umano,
circa 15 x 10? cellule con vitalita al trypan blue > di 90%,
sono state perfuse per un periodo di 7 ore.

Sistema di perfusione. Per gli esperimenti con terreno di
coltura, il sistema di perfusione era costituito da una
matassa di tubo di silicone gas-permeabile (Masterflex,
Cole-Palmer, Chicago, IL, USA) parzialmente immerso
in un bagno termostatico mantenuto a 43 °C, connes-
so al bioreattore e ad un reservoir per il terreno. Lossi-
genazione del terreno avveniva per gorgogliamento diret-
to nel reservoir di una miscela di 95% O,/5% CO,, al
flusso di circa 10 ml/min. I ricircolo del mezzo di col-
tura era assicurato da una pompa peristaltica (Masterflex,
Cole-Palmer, Chicago, IL, USA). 1l terreno di coltura
utilizzato ¢ stato D-MEM senza siero, con aggiunta di
100 ug/L di Insulina, 34,8 ug/L di Glucagone, 67 ug/L
di Desametasone (Sigma Aldrich, Milano), 3,2 ug/L di
ZnSO,7H,0, 1,2 pg/L di CuSO/5H,0, 0,32 ug/L di
MnSO,1H,O, 12 ng/L di CrCl6H,O (SIFRA S.p.A,,
Verona). Il volume totale del terreno che veniva fatto
ricircolare nel sistema di perfusione era di 350 ml, con
un flusso iniziale di perfusione di 2 ml/min, portato a
4 ml/min dopo 1 ora, ad 8 ml/min dopo 24 ore e man-
tenuto tale per le due settimane di durata dell’esperi-
mento.

Per gli studi di perfusione con plasma umano, il bio-
reattore contenente gli epatociti ¢ stato connesso ad un
reservoir della capacita di circa 1 litro. Il ricircolo del
plasma era assicurato da una pompa peristaltica di un
apparato per plasmaseparazione (Performer-BAL; Rand
S.r.L., Cavezzo, Modena), che provvedeva anche al riscal-
damento a 37 °C ed alla ossigenazione del plasma (Fig.
2). Lossigenazione del plasma veniva effettuata con un
ossigenatore a fibre cave di polipropilene (Oxiphan; Akzo
Membrana, Wuppertal, Germania), inserito in serie nel
circuito, immediatamente prima del bioreattore, con ero-
gazione di una miscela di 90-95% O,/5-10% CO,, al
flusso di 70-35 ml/min. Il plasma ¢ stato fatto ricirco-
lare al un flusso iniziale di 100 ml/min, portato a 150
ml/min dopo 1 ora e mantenuto tale per le 7 ore di
durata dell’esperimento.

Studio funzionale. Al fine di valutare il mantenimento di
funzioni epatocitarie differenziate, quali la detossificazio-
ne del’ammoniaca, la sintesi di urea e la metabolizza-
zione della Lidocaina, abbiamo aggiunto al terreno 350
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Fig. 2: Rappresentazione schematica del circuito di perfusione del pla-
sma attraverso il modello di fegato bioartificiale in studio. Il plasma otte-
nuto attraverso il passaggio del sangue attraverso un filtro a fibre cave
(Plasma filtro), viene raccolto in un reservoir riscaldato a 37 °C. Un
secondo circuito convoglia il plasma attraverso un ossigenatore ed il bio-
reattore a flusso radiale contenente gli epatociti. Una cartuccia di mate-
riale sintetico poroso assorbe selettivamente dal plasma in uscita dal bio-
reattore la bilirubina e gli acidi biliari, svolgendo le funzioni di un cole-
doco artificiale. La gestione della plasmaseparazione, delle 4 pompe peri-
staltiche con i relativi flussi, dei volumi di pefusione, delle pressioni nel
circuito e nei fileri, della ossigenazione e del riscaldamento del plasma,
viene effettuata da un apparato completamente integrato e computeriz-
zato.

ul di NH,CI, per una concentrazione finale di 1 mM
e 60 ug/ml di Lidocaina. Le successive determinazioni
della concentrazione di NH,Cl sono state effettuate con
il metodo colorimetrico all’indofenolo (16). 1l
Monoetilglicinaxilidide (MEGX), un metabolita prima-
rio della Lidocaina formato ad opera degli enzimi del
citocromo P450 epatocitario (17), ¢ stato dosato con la
tecnica immunologica a fluorescenza con luce polarizza-
ta (FPIA), utilizzando un kit diagnostico ed un appa-
recchio analizzatore (MEGX-TDx/TDxFLx; Abbott
Diagnostici, Milano). L'Urea ¢ stata dosata con il meto-
do quantitativo enzimatico spettrofotometrico (18), uti-
lizzando un kit diagnostico (BUN; Sigma Diagnostics,
St. Louis, USA). I prelievi per la determinazione dei
livelli di NH,CI, di urea e di MEGX sono stati esegui-
ti al tempo 0 (ty), a 5 minuti (t), a 30 minuti (t;) a
60 minuti (t), a 2 ore (t,), a 4 ore (t,), ad 8 ore
(tg,). Laggiunta di NH,CI e Lidocaina, cosi come la suc-
cessiva determinazione di NH,Cl, urea ¢ MEGX sono
state ripetute giornalmente per la prima settimana dello
studio, mentre durante la seconda settimana sono stati
eseguiti a giorni alterni. Al sesto ed al tredicesimo gior-
no, il mezzo di perfusione ¢ stato sostituito con due ali-
quote successive di 130 ml di terreno fresco a distanza
di 6 ore 'una dall’altra, al fine di non lasciare a secco
il reservoir. Giornalmente sono stati valutati la pO,, la
pCO, ed il pH con prelievi di aliquote di terreno da 1
ml, eseguiti direttamente dal reservoir ed utilizzando un
emogasalalizzatore clinico.

Per gli studi di perfusione con plasma umano, 60 ug/ml
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di Lidocaina sono stati aggiunti al reservoir dopo 1 ora,
4 ore e 6 ore di perfusione del bioreattore. Il MEGX ¢
stato dosato con la tecnica immunologica a fluorescen-
za con luce polarizzata (FPIA), utilizzando un kit dia-
gnostico ed un apparecchio analizzatore (MEGX-
TDx/TDxFLx; Abbott Diagnostici, Milano). I prelievi
successivi per la determinazione dei livelli di MEGX sono
stati eseguiti al tempo 0 (t)), a 15 minuti (t;), a 30
minuti (ty)) ed a 60 minuti (ty). Durante lo studio si
sono monitorizzati la pO,, la pCO, ed il pH, sia
all'ingresso che all’uscita del bioreattore.

Studio morfologico ed ultrastrutturale. Dopo le due setti-
mane di perfusione con terreno di coltura, cosi come
dopo le 7 ore di perfusione con plasma umano, i bio-
reattori sono stati disassemblati per il recupero delle cel-
lule. Aliquote di epatociti sono state recuperate dalla
struttura tridimensionale di poliestere utilizzando solu-
zione fisiologica a 37 °C, ed ¢ stata effettuata la valu-
tazione della vitalitd con il test al trypan blue. Frammenti
di poliestere contenenti gli epatociti ad esso adesi, sono
stati prelevati e processati per lo studio ultrastrutturale
al microscopio elettronico a scansione (SEM) ed a tra-
smissione (TEM). I campioni sono stai fissati in una
soluzione allo 2,5% di glutaraldeide contenente lo 0,1
M di tampone fosfato a pH 7,2 per 3 ore e quindi lava-
ti per circa 12 ore in tampone fosfato. Per il TEM, i
campioni sono stati post-fissati in tetrossido di osmio
all’'1%, disidratati attraverso la serie graduata di etanoli
e quindi inclusi in resina epossidica (Durcopan; A.C.M.,
Milano). Sezioni ultrasottili di 80 nm sono state con-
trastate con acetato di uranile e citrato di piombo, ed
infine esaminate in un microscopio Hitachi H-800. Per
la SEM, i campioni sono stati sottoposti a disidratazio-
ne, sono stati montati su griglie di alluminio e ricoper-
ti di una pellicola d’oro, per essere infine esaminati in
un microscopio Cambridge Instruments-360.

Risultati

Lisolamento degli epatociti di maiale ha richiesto circa
30 minuti e per un fegato di peso medio sui 700 g, si
sono ottenute 1,5-2 x 10!% cellule con vitalita 92-95%
al test al trypan blue.

In Figura 3 ¢ rappresentato 'andamento dei valori
del’ammoniaca nel terreno di coltura durante le due set-
timane dello studio di perfusione del bioreattore a flus-
so radiale contenente epatociti suini. Landamento del
grafico dimostra il mantenimento della capacita delle cel-
lule di detossificare 'ammonio aggiunto al terreno, per
tutta la durata dello studio. Ad ogni bolo di NH,Cl cor-
risponde un picco di concentrazione immediatamente
seguito da una sua discesa, dovuta alla detossificazione
attuata ad opera delle cellule epatiche. Lincremento pro-
gressivo di ammoniaca nel tempo ¢ spiegabile con un
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Fig. 3: Rappresentazione grafica dei valori di ammoniaca nel terreno di
coltura, espressi in mg di cloruro di ammonio/1 x 10¢ cellule, durante le
due settimane di perfusione del bioreattore a flusso radiale contenente 5 x
108 epatociti di maiale. Le freccie in ascissa rappresentano I'aggiunta di
NH,CI (1 mM) al terreno. Ad ogni bolo di NH,CI corrisponde un pic-
co di concentrazione immediatamente seguito da una discesa, dovuta alla
detossificazione attuata ad opera delle cellule epatiche. Il progressivo incre-
mento temporale dei valori ¢ il risultato dell’accumulo di NH,CI nel ter-
reno. Al quinto ed al dodicesimo giorno di perfusione del bioreattore (frec-
cia), il terreno ¢ stato parzialmente sostituito con due aliquote successive
di 130 ml di terreno fresco, a distanza di 6 ore 'una dall’altra.
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Fig. 4: Rappresentazione grafica dei valori di urea nel terreno di coltu-
ra, espressi in mg di urea/1 x 10° cellule, durante le due settimane di
perfusione del bioreattore a flusso radiale contenente 5 x 10® epatociti
isolati di maiale. Le freccie in ascissa rappresentano I'aggiunta di NH,CI
(I mM) al terreno. Ad ogni bolo di NH,CI corrisponde un picco del-
la sintesi di urea attuata ad opera delle cellule epatiche. L'incremento
temporale dei valori di urea & il risultato dell’accumulo nel terreno. Al
quinto ed al dodicesimo giorno di perfusione del bioreattore (freccia), il
terreno & stato parzialmente sostituito con due aliquote successive di 130
ml di terreno fresco, a distanza di 6 ore 'una dall’altra.
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Fig. 5: Rappresentazione grafica della concentrazione di Monoetilgli-
cinaxilidide (MEGX) nel terreno di coltura, espresso in ng/ml, durante
le due settimane di perfusione del bioreattore a flusso radiale contenen-
te 5 x 10® epatociti isolati di maiale. Le frecce in ascissa rappresentano
l'aggiunta di 60 pg/ml di Lidocaina al terreno di coltura. Ad ogni bolo
di Lidocaina ha corrisposto un aumento della concentrazione di MEGX.
Al quinto ed al dodicesimo giorno di perfusione del bioreattore (freccia),
il terreno ¢ stato sostituito con due aliquote successive di 130 ml di ter-
reno fresco a distanza di 6 ore 'una dall’altra.

accumulo del'NH,CI residuo nel terreno. In Figura 4 ¢
rappresentato 'andamento della concentrazione di urea
durante le due settimane di studio: alle ripetute aggiun-
te di NH,CI nel terreno di coltura, gli epatociti hanno
risposto con incrementi della sintesi di urea a partenza
dal’ammoniaca. La sintesi di MEGX a partenza dalla
Lidocaina, aggiunta al terreno di coltura, si ¢ mantenu-
ta per le due settimane di perfusione, dimostrando la
consevazione della funzione del citocromo P450 (Fig. 5).
Il monitoraggio dei gas disciolti nel terreno di coltura
durante Iesperimento di perfusione durato due settima-
ne, ha dimostrato il mantenimento di valori di pO, varia-
bili tra 190 e 280 mmHg, di valori di pCO, compresi
tra 7 ¢ 15 mmHg, mentre il pH del terreno si ¢ man-
tenuto a 7,26-7,35.

Durante lo studio di perfusione del bioreattore conte-
nente 150 grammi di epatociti con plasma umano, abbia-
mo potuto registrare un consumo medio totale di O,
corrispondente a 0,6 ml O,/min, mentre il rilascio di
CO, ¢ risultato compreso tra 4,7 ¢ 5,1 ml CO,/min.
Nella Tabella I sono riassunti i valori di MEGX otte-

Tab. I — VALORI DI MONOETILGLICINAXILIDIDE (MEGX), ESPRESSO IN NG/ML, DURANTE 7 ORE DI PERFUSIONE
CON PLASMA UMANO DI UN MODELLO DI BIOREATTORE A FLUSSO RADIALE CONTENENTE 15 X 10° EPATOCITI
ISOLATI DI MAIALE. AGGIUNTA DI LIDOCAINA (60 MG/ML) AL PLASMA E STATA EFFETTUATA DOPO LA I ORA,
LA IV ORA E LA VII ORA DI PERFUSIONE ED I DOSAGGI DI MEGX SONO STATI EFFETTUATI PRIMA DELL’AGGIUN-
TA DI LIDOCAINA (T)) E DOPO 15 MINUTI (Ty), 30 MINUTI (T, E 60 MINUTI (T).

MEGX (ng/ml)

Tempi di perfusione

t

t t

0 15 30 60
I ora 5,15 351,46 496,92 633,04
IV ora 563,52 558,84 587,56 611,28
VII ora 458,28 515,16 521,80 524,16
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Fig. 6: Microfotografia al microscopio elettronico a scansione di epato-
citi isolati di maiale all’interno di una struttura tridimensionale di micro-
fibre di poliestere idrofilizzato. Dopo 2 settimane di perfusione con ter-
reno di coltura senza siero, le cellule appaiono saldamente ancorate alle
fibre e tra di loro, riproducendo una struttura simile a quella dei piatti
epatocitari del lobulo epatico. Ingrandimento originale: 450 X.

nuti durante gli esperimenti di perfusione di un model-
lo clinico di bioreattore a flusso radiale contenente 15 x
10° epatociti isolati di maiale.

Al termine dello studio di perfusione del bioreattore di
scala ridotta con terreno di coltura, la vitalitd delle cel-
lule estratte ¢ risultata superiore al 90% dopo test al try-
pan blue. Lo studio ultrastrutturale della struttura di
poliestere ha dimostrato la massiva adesione degli epa-
tociti alle fibre ed il ripristino del contatto tra le cellu-
le. La ultrastruttura citoplasmatica si ¢ dimostrata tipica
di epatociti metabolicamente attivi, con superficie ester-
na ricoperta di microvilli. In molte zone, lo spazio com-
preso tra le fibre di poliestere era completamente occu-
pato dagli epatociti, secondo una morfologia molto simi-
le a quella dei piatti epatocitari del lobulo epatico (Fig.
6). Al termine delle 7 ore di perfusione del bioreattore
clinico con plasma umano, la vitalitd degli epatociti al
test al trypan blue ¢ risultata dell’80% e lo studio ultra-
strutturale ha dimostrato aspetti morfologici sovrapponi-
bili a quelli delle cellule perfuse per due settimane nel
bioreattore di scala ridotta.

Discussione

I bioreattori a fibre cave utilizzati per i trattamenti dia-
litici, 'emofiltrazione o la plasmaferesi, si sono dimo-
strati scarsamente efficaci qualora impiegati per la per-
fusione in vitro di epatociti isolati. Cio indipendente-
mente dalla superficie totale e dal cut-off delle fibre,
nonché dalla biocompatibilita del materiale utilizzato.
Infatti, se si adotta una geometria di flusso assiale, cio¢
all'interno del lume della fibra cava, il limite di questi
bioreattori ¢ rappresentato dalla ridotta capacita di man-
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tenere un adeguato flusso trans-membrana per tutta la
lunghezza della fibra. Ne consegue la limitata diffusione
nel compartimento extrafibre delle sostanze nutritive per
le cellule, delle sostanze tossiche da metabolizzare e dei
gas disciolti, in primo luogo dell’O,. Per ottenere un
adeguato flusso attraverso la parete della fibra cava, e
quindi una adeguata perfusione della massa cellulare, si
deve adottare una geometria di flusso trans-fibra mante-
nendo aperto almeno uno dei ports laterali dell'involu-
cro esterno, soluzione questa che determinerebbe perd la
fuga delle cellule all'esterno del bioreattore.
Recentemente, abbiamo dimostrato che lattivita di
coniugazione di epatociti isolati di suino, coltivati su
microcarriers di destrano rivestiti di collagene ed inocu-
lati all'interno del compartimento extrafibre di bioreat-
tori a fibre cave, era significativamente ridotta dopo 4
ore di perfusione con geometria di flusso assiale (11).
Anche se la vitalitd delle cellule era risultata buona fino
alla quinta ora di perfusione, significativamente ridotta
era risultata la capacitd di coniugazione della bilirubina
e degli acidi biliari da parte degli epatociti, probabil-
mente a causa della saturazione del comparto extrafibre
e degli scambi insufficienti, soprattutto di O, e CO,,
con il plasma circolante (11). Anche aumentando il flus-
so del plasma fino a 400 ml/min, circa la meta delle
cellule contenute nello spazio extrafibre della porzione
distale del bioreattore non risultavano adeguatamente
perfuse e quindi metabolicamente attive (19).

Per le ragioni sopra esposte, abbiamo disegnato un nuo-
vo modello di bioreattore che tende a risolvere i princi-
pali problemi legati al mantenimento di una efficace atti-
vitd metabolica da parte degli epatociti. Il principio della
progettazione ¢ stato quello di permettere il massimo con-
tatto del fluido di perfusione, plasma o terreno di coltu-
ra, con gli epatociti, al fine di uno scambio ottimale di
soluti e di O,. Secondariamente si ¢ studiata una confi-
gurazione che consentisse 'impiego di una massa cellula-
re vicina a quella attualmente ritenuta necessaria e suffi-
ciente per un supporto metabolico efficace, non inferiore
cio¢ al 10-20% della massa epatica totale (10). La speri-
mentazione di un modulo per la perfusione con sangue
intero di sferoidi epatocitari con geometria a flusso radia-
le ¢ stata originalmente introdotta da Naruse e Coll. (20).
Gli stessi autori hanno inoltre riportato che Iefficacia
metabolica del sistema era incrementata con I'impiego di
epatociti isolati, piuttosto che di sferoidi epatocitari (21).
Il nostro modello prevede la semplice perfusione delle cel-
lule con il plasma preventivamente ossigenato e riscalda-
to, in quanto abbiamo potuto osservare che all’interno del
modulo si ha la rapida e spontanea riaggregazione degli
epatociti e la loro adesione alle fibre di poliestere in meno
di un’ora dal loro inoculamento nel bioreattore. In una
serie di studi preliminari, abbiamo confrontato vari siste-
mi colturali tridimensionali per epatociti isolati, cosi come
la necessita, o meno, di rivestire tali supporti con colla-
gene, al fine di favorire al massimo I’adesione delle cellu-
le. Il preventivo rivestimento delle fibre di poliestere con
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collagene tipo I non ha influenzato la capacita di adesio-
ne di epatociti isolati di ratto, né la sintesi di urea a par-
tenza dall’'ammonio, mentre molto piu efficace in termi-
ni di adesione delle cellule al supporto ¢ risultato il trat-
tamento di idrofilizzazione del poliestere (22). In partico-
lare, non abbiamo registrato differenze significative nei
confronti delle colture epatocitarie su microcarriers rive-
stiti di collagene tipo I, configurazione questa gia adotta-
ta per il FBA dal gruppo di ricerca di Demetriou e Coll.
(23). A tal proposito, i nostri risultati sono stati in accor-
do con studi analoghi, nei quali I'attivita funzionale di
epatociti coltivati su piatti di coltura resi idrofilici veniva
confrontata con diversi rivestimenti che utilizzavano costi-
tuenti della matrice extracellulare. Nessuno dei compo-
nenti studiati, compreso il collagene tipo I e tipo IV, la
laminina e la fibronectina sono risultati in grado di miglio-
rare le funzioni metaboliche delle colture epatocitarie (24).
Analogamente, ¢ stato dimostrato che il rivestimento di
piatti di coltura con collagene o fibronectina non aumen-
tava lattivitd biotrasformante di epatociti isolati di peco-
ra (25). E ipotizzabile quindi, che gli epatociti isolati con
metodica collagenasica mantengano inalterata la capacita
di sintetizzare e secernere nel mezzo di coltura le protei-
ne di adesione, nonché i componenti della matrice extra-
cellulare, qualora perfusi in sistemi tridimensionali di col-
tura.

Poiché il consumo di O, da parte del fegato ¢ elevato,
circa 2,5 ml di O,/grammo di fegato/ora (26), una ade-
guata 0551gena21one degli epatociti all’interno del bio-
reattore ¢ fondamentale per il mantenimento delle capa-
cita metaboliche delle cellule. Tre fattori appaiono criti-
ci a tale riguardo: 1) la pO, nel mezzo di perfusione;
2) la distanza di diffusione tra 'O, e le cellule; 3) la
densitd delle cellule stesse (27). A causa dei problemi
derivanti dalla perfusione di moduli a fibre porose con
sangue intero, la maggior parte dei ricercatori ¢ attual-
mente orientata alla perfusione degli epatociti con il solo
plasma, metodica questa che richiede la sua preventiva
ossigenazione. La capacita di dissoluzione dell’O, nel pla-
sma ¢ in funzione della sua pressione parziale, mentre la
capacitd di trasporto dell’O, ¢ assai limitata, a causa
dell’assenza dell’emoglobina. Recentemente sono stati
proposti due modelli di bioreattore, che prevedono l'inte-
grazione all'interno del modulo di un fascio di fibre cave
per lossigenazione diretta delle cellule. In un caso, le
cellule sono inoculate all'interno di una struttura tridi-
mensionale formata da quattro fasci di fibre cave che si
intersecano tra di loro, e sulla cui superficie esterna esse
aderiscono; uno dei fasci di fibre cave trasporta 'O, (28).
Nell'altro modello, gli epatociti vengono immobilizzati
all'interno di uno strato di poliestere avvolto a spirale
intorno ad un fascio di fibre cave che trasportano I'O,
(29). Nel nostro modello non abbiamo previsto una ossi-
genazione integrata e per assicurare lo scambio dei gas
disciolti nel plasma con le cellule abbiamo provveduto a
ridurre la distanza di diffusione dell’O,, mentre per man-
tenere elevata la densita cellulare e la massa totale di

epatociti all'interno del bioreattore, abbiamo aumentato
la superficie utile di perfusione. In uno studio che con-
frontava il consumo di O, e la produzione di CO,, da
parte di epatociti di maiale perfusi all’interno di bio-
reattori a fibre cave di diversi materiali, in confronto con
il nostro modello di bioreattore a flusso radiale, abbia-
mo potuto osservare che solamente quest’ultimo si &
dimostrato in grado di mantenere le funzioni respirato-
rie cellulari per le 7 ore dello studio (30).

Nel fegato, gli epatociti vengono perfusi ad un flusso
ematico totale elevato, circa 1,2-1,5 ml/grammo di fega-
to/min (26). Le cellule epatiche parenchimali, isolate con
metodica collagenasica, sono grandemente sensibili allo
stress pressorio tangenziale. Per questo ¢ molto impor-
tante che all'interno del bioreattore il flusso venga costan-
temente mantenuto intorno a valori fisiologici per le cel-
lule. II mantenimento di questo parametro fisiologico ¢
teoricamente possibile nel bioreattore a flusso radiale da
noi sperimentato, in quanto il flusso del plasma che
perfonde le cellule pud essere variato in base alla massa
cellulare precedentemente caricata al suo interno.

Il presente studio dimostra che lattivita metabolica degli
epatociti mantenuti all’interno del bioreattore a flusso
radiale si ¢ mantenuta invariata durante le due settima-
ne di perfusione. Lo studio di colture epatocitarie con-
venzionali con terreno senza siero ha dimostrato il man-
tenimento di funzioni differenziate per non pitt di una
settimana (31). Coltivando gli epatociti isolati insieme a
cellule sinusoidali, ¢ stato possibile estendere la durata
delle colture fino a due settimane, anche se ¢ risultato
evidente un progressivo declino della capacita di sinte-
tizzare albumina (32). La capacitd di secernere albumi-
na, metabolizzare ammoniaca e sintetizzare urea ¢ risul-
tata significativamente prolungata in sistemi di cultura
tridimensionale che utilizzavano un supporto di poliure-
tano (33) od acido poli L-lattico (34). Lutilizzazione di
bioreattori che permettono la perfusione continua delle
cellule, ha ulteriormente amplificato la capacita di man-
tenere nel tempo funzioni epatocitarie differenziate.
Impiegando un bioreattore a flusso radiale, ¢ stato infat-
ti riportato il mantenimento della sintesi di albumina,
della capacita di detossificare 'ammoniaca e di sintetiz-
zare urea per una settimana (20). L'uso di un modulo a
fasci di fibre cave intrecciate, ha permesso di prolunga-
re la sintesi di albumina e la funzione del citocromo
P450 fino a 21 giorni (28). Lattivita del citocromo P450
¢ stata studiata in un sistema di perfusione basato su un
bioreattore a fasci di fibre cave con il mantenimento del
metabolismo del Diazepam da parte di epatociti isolati
di ratto per 25 giorni (35).

La produzione di MEGX a partenza dalla Lidocaina ¢
un metodo rapido ed efficace per valutare la funziona-
litd epatica, essendo basato sulla reazione ossidativa di
N-dietilazione, catalizzata dal citocromo P450 (3-A4)
epatocitario (17). Il nostro studio ha dimostrato che gli
epatociti all'interno del bioreattore a flusso radiale han-
no mantenuto invariata per le due settimane di perfu-
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sione la capacita di produrre MEGX, dopo ripetute som-
ministrazioni di Lidocaina. La produzione di MEGX da
parte di epatociti perfusi all'interno di bioreattori ¢ sta-
ta dimostrata dopo singola somministrazione di
Lidocaina, per un periodo di 3 giorni (28) e di 21 gior-
ni (29), ma al meglio delle nostre conoscenze, il nostro
¢ il primo studio che evidenzia per la durata di 2 set-
timane il mantenimento degli stessi livelli di produzio-
ne di MEGX, da parte di epatociti isolati dopo ripetu-
te somministrazioni di Lidocaina.

In conclusione, la configurazione a flusso radiale per-
mette lo stretto contatto tra il terreno di cultura, od il
plasma, e le cellule epatiche, consentendo un flusso di
perfusione fisiologico e la distribuzione omogenea di
soluti ed O, allinterno del modulo. Questa configura-
zione permette un rapido caricamento di una massa cel-
lulare consistente all'interno del modulo e la sua imme-
diata perfusione con plasma. Lo studio pre-clinico in
vitro, effettuato sia con terreno di coltura che con pla-
sma ha permesso la sopravvivenza a lungo termine ed il
mantenimento di funzioni metaboliche differenziate da
parte di epatociti isolati di maiale. I nostri risultati sug-
geriscono un potenziale impiego del modello di bioreat-
tore a flusso radiale per il supporto extracorporeo di
pazienti con insufficienza epatica acuta.
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