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Comparative study of metabolic activity of liver bioreactor with perfused liver

Summary

The aim this study was to compare metabolic activity of a hollow fiber bioreactor with a perfused liver.
A special construction of a hollow fiber bioreactor was used with freshly isolated rat hepatocytes. After
isolation, hepatocytes were incubated in the bioreactor for the duration of 3 hrs in the following conditions:
100 ml medium Hanks Balances Salts Solution supplemented with 4% albumin, 2 mM ornithine, 10 mM
ammonium chloride and 6 mM ethanol were used; the medium was perfused in a circulated system for
25 ml/min; samples of the medium were taken to estimate ammonia, urea, glucose, lactate, ethanol, AST and
ALT activity before and after S min and every 15 min of perfusion time. The same experimental condition was
used in the perfused rat liver system. Utilization of ammonia was different in both systems and amounted to:
8.89 and 5.23 pmol/h/g hepatocytes in the bioreactor and perfused liver, respectively. Urea production was:
2.35 and 8.22 pmol/h/g hepatocytes, respectively. The largest differences between the compared systems were
observed in the glucose and lactate metabolism. The bioreactor did not release glucose and lactate during the
entire time of perfusion. In contrast, perfused liver intensively released glucose (31.32 pmol/hr/g cells) and
produced lactate (29.42 pmol/hr/g cells). On the other hand, there was no statistically significance difference
in the rate of ethanol metabolism between both systems, which amounted to 2.55 and 2.04 umol/h/g
hepatocytes in the bioreactor and perfused liver, respectively. The results indicate that a bioreactor with freshly
isolated hepatocytes is not bioequivalent to a perfused liver if estimation is made on the basis of ureogenesis
and/or glucose utilization. However, ethanol utilization gives evidence that the metabolic activity of the bioreactor
is comparable with a perfused liver. On the basis of the obtained results it can be concluded that the difference
in metabolic activity of the bioreactor and perfused liver is connected with catabolic state and disturbances of
energy metabolism in freshly isolated hepatocytes. In such a condition HBSS is not the proper medium for
the recovery of homeostasis. To estimate the metabolic activity of freshly isolated hepatocytes cultivated in
various in vitro systems such as a marker of model usefulness it is suggested to use the activity of inducible
enzymes, but not constituent enzymes.
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W badaniach funkcji watroby wykorzystuje si¢ wiele
modeli in vitro, z ktéorych modelem spetniajacym naj-
wigcej wymagan fizjologicznych, waznych dla funk-
cjonowania izolowanych hepatocytow, sa bioreaktory
kapilarne (bioreaktor typu hollow-fiber) (3,4, 6,7, 11,
18). W poréwnaniu z innymi modelami doswiadczal-
nymi, bioreaktor jest niewatpliwie najbardziej zaawan-
sowany konstrukcyjnie: zapewnia nie tylko kontakt
komorek z pozywka i podlozem statym, ale umozli-
wia rowniez przeptyw medium odzywczego oraz wias-
ciwg polaryzacj komoérek. Dodatkowo, podobnie jak
watroba, bioreaktor posiada co najmniej 2 kompart-
menty: centralny i tkankowy, co jest niezwykle istotne

w badaniach kinetycznych. Modut bioreaktora prze-
znaczony specjalnie do hodowli izolowanych hepato-
cytow zostal opracowany przez zespot Zaktadu Far-
makologii 1 Toksykologii SGGW we wspotpracy z Ins-
tytutem Biocybernetyki PAN. W uprzednich badaniach
udowodniono, ze opracowany modut nadaje si¢ do
hodowli hepatocytow (13) oraz poréwnano jego ak-
tywnos$¢ z innymi prostszymi uktadami in vitro w za-
kresie nasilenia ureogenezy (14). Proponujemy, aby
oceng bioreaktoréw watrobowych przeprowadzac
w odniesieniu do modelu perfundowanej watroby, jako
uktadu wzorcowego dla bioreaktordéw, oraz aby powyz-
sze pordwnanie przeprowadza¢ w medium ubogim



Medycyna Wet. 2008, 64 (3)

w sktadniki odzywcze. Dotychczas takich badan nie
przeprowadzano. Istotna jest rOwniez odpowiedZ na
pytanie, jakie parametry nalezy badac, a z jakich zre-
zygnowag, aby otrzymane wyniki mialy warto$¢ prak-
tyczna oraz pozwalaly na wyznaczenie wspotczynni-
kow ekstrapolacji danych uzyskiwanych w badaniach
in vitro do warunkow in vivo. Celem badan bylto po-
réwnanie aktywno$ci metabolicznej skonstruowane-
go przez autoréw bioreaktora watrobowego z aktyw-
no$cia perfundowanej watroby, w specyficznych wa-
runkach eksperymentalnych, z wykorzystaniem me-
dium ubogiego w sktadniki odzywcze.

Materialy i metody

W doswiadczeniu wykorzystano szczury szczepu Wistar,
samce, o $redniej masie ciata 450 g, od ktorych pozyski-
wano watrobe¢ do perfuzji lub izolacji hepatocytow.

Modul bioreaktora. W eksperymencie wykorzystano
modut bioreaktora opracowany specjalnie do hodowli swie-
70 izolowanych hepatocytow, skonstruowany przez Insty-
tut Biocybernetyki i Inzynierii Biomedycznej PAN we
wspotpracy z Katedra Farmakologii i Toksykologii SGGW
w Warszawie. Modut oparty jest na schemacie budowy
hemofiltra z obudowa wykonana z polipropylenu. Wewnatrz
obudowy znajduje od 600 do 800 kapilar (wykonanych
z polisulfonu) o dlugosci 140 mm, $rednicy wewngtrznej
360 pm i grubosci $cian 60 um. W modutach wykorzysta-
nych w pracy punkt odcigcia membran kapilarnych wahat
si¢ w granicach 50-250 kD. Catkowita powierzchnia ze-
wngtrzna kapilar umieszczonych w module wynosita 0,10-
-0,18 m?. Pod wzglgdem funkcjonalnym modut bioreakto-
ra posiada 2 kompartmenty oddzielone membrang kapilar:
kompartment centralny, ktory jest suma polaczonych prze-
strzeni wewngtrznych kapilar oraz kompartment zewngtrz-
ny (tkankowy, komorkowy), ktory stanowi przestrzen znaj-
dujaca si¢ wewnatrz obudowy (na zewnatrz kapilar). Przez
kompartment centralny przeplywa medium odzywcze, a w
kompartmencie zewngtrznym znajduja si¢ komorki. Oba
kompartmenty posiadaja niezalezne porty wejscia i wyj-
Scia.

Izolacja hepatocytow. Hepatocyty izolowano metoda
dwustopniowej perfuzji watroby zgodnie z procedura opi-
sang przez Seglena (19) z niewielkimi modyfikacjami. Do
inkubacji w bioreaktorze przeznaczono tylko te populacje
komorek, ktorych przezywalnos¢ wynosita powyzej 85%,
a wydajnos$¢ izolacji przekraczata 10 g hepatocytow/wat-
robg. Wyizolowane hepatocyty w ilosci 10 g umieszczano
w module bioreaktora metoda aktywnego osadzania na ze-
wngtrznej powierzchni kapilar (13).

Perfuzja bioreaktora. Bioreaktor z osadzonymi hepa-
tocytami, po zamknigciu portow bocznych, podtaczano por-
tami centralnymi do pompy perystaltycznej w celu prowa-
dzenia perfuzji. Jako medium perfuzyjne zastosowano
bufor Hanksa (100 ml) z dodatkiem 4% albuminy, 2 mM
ornityny, 10 mM chlorku amonowego i 6 mM etanolu.
Bioreaktor perfundowano przez 3 godziny z szybko$cia
2,5 ml/min./g hepatocytow. Przed rozpoczegciem perfuzji,
w 5. minucie trwania perfuzji, a nastgpnie co 15 minut,
pobierano po 2 ml medium z przeznaczeniem do analiz bio-
chemicznych.
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Perfuzja watroby in situ. Perfuzj¢ watroby prowadzo-
no in situ, wprowadzajac bufor Hanksa do zyly wrotnej
i odbierajac go z zyly glownej tylnej od strony prawego
przedsionka serca. Stosowano identyczne warunki perfu-
zji jak w przypadku bioreaktora. Szybkosc perfuzji ustala-
no przyjmujac, ze masa watroby wynosi 6,5% masy ciata
szczura, a masa hepatocytow 60% masy watroby. W celu
oceny warunkow przeplywu przez watrobg prowadzono
pomiar ci$nienia medium na wejsciu i wyjsciu z watroby.
Po zakonczeniu eksperymentu watroby wazono.

Analizy chemiczne. W probkach medium, pobieranych
podczas perfuzji bioreaktora i watroby, oznaczano stgze-
nie amoniaku, mocznika, mleczanu, glukozy, etanolu oraz
aktywnos$¢ aminotransferaz (ALT i AST). Wszystkie ozna-
czenia wykonywano przy uzyciu odpowiednich testow ko-
lorymetrycznych firmy Sigma.

Analiza statystyczna. Analiz¢ zmian metabolitow w cza-
sie perfuzji przeprowadzano testem wieloczynnikowej ana-
lizy wariancji. Do poréwnania wynikéw uzyskanych
w obydwu uktadach do§wiadczalnych stosowano test t-Stu-
denta. W kazdym przypadku poréwnywane $rednie pocho-
dzity z 4 niezaleznych do§wiadczen.

Wyniki i omowienie

Zaréwno w doswiadczeniach z perfundowana wat-
robg, jak 1 bioreaktorem obserwowano spadek steze-
nia amoniaku w medium, ktéremu towarzyszyt wzrost
stezenia mocznika (ryc. 1). Po zakonczeniu perfuzji
stezenie amoniaku w medium perfundujacym biore-
aktor wynosito 7,43 mM, podczas gdy w perfuzacie
watroby bylo o ponad 1 mM nizsze i wynosito 6,34 mM.
W obydwu uktadach do$wiadczalnych szczeg6lnie
intensywny spadek stg¢zenia amoniaku obserwowano
w ciagu pierwszych 50 min. perfuzji, natomiast od 80.
minuty stgzenie amoniaku utrzymywalo si¢ na niemal
niezmienionym poziomie do konca trwania ekspery-
mentu (ryc. 1). Porownujac dynamike¢ zmian stgzenia
amoniaku mozna zauwazy¢, ze w modelu perfundo-
wanej watroby spadek st¢zenia amoniaku byt wigkszy
niz w modelu bioreaktora. Nalezy jednak podkreslic,
1Z stwierdzona r6znica nie $wiadczy o mniejszym wy-
korzystaniu amoniaku przez hepatocyty w bioreakto-
rze. Oceniajac bowiem otrzymane wyniki, nalezy
uwzgledni¢ fakt, iz przez pierwsze 30 minut perfuzji
zachodzi proces dystrybucp amoniaku z kompartmentu
centralnego bioreaktora do kompartmentu tkankowe-
go. Dystrybucja wszystkich badanych metabolitow
zostala wyznaczona w innym eksperymencie, w kto-
rym wykazano, ze czas wyroOwnania stgzen migdzy
kompartmentem centralnym a komorkowym dla sto-
sowanego modutu bioreaktora (przy szybkosci prze-
ptywu 25 ml/min. i 100 ml krazacego buforu perfu-
zyjnego) wynosi okoto 30 min. (danych nie zamiesz-
czono). A zatem dynamike wykorzystania amoniaku
nalezy analizowa¢ poczynajac od 35 min. doswiad-
czenia. Od 35. minuty perfuzji krzywe ilustrujace zmia-
ny stezenia amoniaku w obydwu modelach do$wiad-
czalnych miaty réwnolegly przebieg opisany funkcja
ekspotencjalna, znang z farmakokinetyki pierwszego
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Ryc. 1. Zmiany stezenia amoniaku, mocznika, glukozy, mle-
czanu i etanolu w medium odzywczym podczas perfuzji wat-
roby i bioreaktora watrobowego. Podano wartosci Srednie
z n =4 powtorzen wraz z odchyleniami standardowymi

rzedu. Wykorzystujac powyzsza zalezno$¢ mozna
z krzywej regresji precyzyjnie obliczy¢ stopien wyko-
rzystania amoniaku. Dane przedstawione w tabeli 1.
wskazuja, ze wykorzystanie amoniaku w modelu
z bioreaktorem byto o ponad 60% wigksze niz w mo-
delu perfundowanej watroby, mimo ze bezwzgledne
stezenie amoniaku w perfuzacie bioreaktora byto wyz-
sze przez caly okres objety do§wiadczeniem (ryc. 1).

Stezenie mocznika w medium po 3-godzinnej per-
fuzji watroby byto ok. 2-razy wyzsze od stwierdzone-
go w tym czasie w doswiadczeniu z bioreaktorem

1 wynosito, odpowiednio, 2,611 1,31 mM (ryc. 1). Przez
caly okres perfuzji obserwowano liniowy wzrost ste-
zenia mocznika w obydwu badanych modelach do-
swiadczalnych, przy czym ogolna ilo$¢ zsyntetyzowa-
nego mocznika w uktadzie perfundowanej watroby
byta ponad 3-krotnie wigksza niz w bioreaktorze
(tab. 1).

Na podstawie stechiometrycznych przeliczen reak-
cji syntezy mocznika z amoniaku mozna wnioskowac,
ze w perfundowanej watrobie amoniak wykorzysty-
wany byt do syntezy mocznika, natomiast w bioreak-
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torze znaczna cz¢$¢ amoniaku (ok. 50%)
wykorzystywana byta w innych procesach
niz synteza mocznika. Ponadto otrzyma-

357

Tab. 1. Wykorzystanie amoniaku i etanolu oraz produkeja mocznika, gluko-
zy i mleczanu w modelu bioreaktora i perfundowanej watroby obliczone
miedzy 35. a 95. minutg perfuzji

ne Wyn}kl wskazuja, Ze w perfL}ndowaneJ | Wykorzystanie | Produkeja | Produkcja Produkcja | Wykorzystanie
watrobie znaczna czg$¢ mocznika (ponad Rodz? amoniaku mocznika glukozy mleczanu etanolu
60%) syntetyzowana byla z innych zro- LD pmoli / [godz » g hepatocytow]

det niz dodany do medium NH,C1. Nale- g0 oo [ 38922,00 | 2352048 135214 15521,51] 2552113
zy zatem podkresli¢, ze w odniesieniu do . . .

natQZenia zuZywania amoniaku i ureoge- Watroba 5,23 £ 1,39 8,22 +1,10 31,32+9,1 | *29,42+2,32 | 2,04 1,26

nezy porownywane modele doswiadczal-
ne nie sa biorownowazne.

Podobnie jak w przypadku mocznika,
znaczace statystycznie réznice migdzy po-
rownywanymi uktadami doswiadczalny-
mi zaobserwowano w odniesieniu do ste-
zenia glukozy i mleczanu w medium (ryc. 1). W ukla-
dzie perfundowanej watroby obserwowano niemal li-
niowy wzrost stezenia glukozy w perfuzacie, ktoremu
towarzyszyt wzrost st¢zenia mleczanu. St¢zenie mle-
czanu w pierwszych 60 min. perfuzji watroby wzrosto
do wartosci blisko 6 mM i utrzymywato si¢ na tym
poziomie do konca do§wiadczenia (ryc. 1). Natomiast
w uktadzie z bioreaktorem nie obserwowano istotnych
zmian st¢zenia glukozy i mleczanu w medium pod-
czas trwania eksperymentu (ryc. 1). Powyzsze zmiany
stezen badanych metabolitow w perfuzacie znajduja
odzwierciedlenie w réznicach kinetyki uwalniania glu-
kozy i mleczanu w poréwnywanych modelach (tab. 1).
Tak wigc, podobnie jak w przypadku ureogenezy, row-
niez w odniesieniu do natgzenia procesow glikogeno-
lizy 1 glikolizy porownywane modele doswiadczalne
okazaly sig rozne.

W prezentowanej pracy wykorzystano bioreaktor
specjalnie przystosowany do pracy na izolowanych
hepatocytach szczura. Modut bioreaktora miat odpo-
wiednio dobrane membrany polisulfonowe, ktoére
w osobnych eksperymentach uznano za najbardziej
biozgodne (5, 9, 10, 12). Wielko$¢ powierzchni mem-
bran oraz obje¢tos¢ kompartmentu komdrkowego zo-
stala dostosowana do ilo$ci hepatocytow uzyskiwanych
w standardowej izolacji z watroby szczura, metoda
dwustopniowej perfuzji (500 x 10° hep.). Odpowied-
nie rozmiary modutu oraz sprawdzony sposob umiesz-
czania komorek na membranach gwarantowaly przy-
leganie do $cian kapilar wszystkich wprowadzonych
komorek i jednoczes$nie nie zmieniaty istotnie trans-
portu przezblonowego badanych metabolitéw. Mimo
powyzszych cech, po por6wnaniu nat¢zenia ureoge-
nezy i przemian glukozy, okazalo sig, ze w zastoso-
wanych warunkach do$§wiadczenia konstrukcja biore-
aktora nie spetnita poktadanych w nim oczekiwan. Nie
uzyskano dowodu na to, ze bioreaktor, dzigki zapew-
nieniu w maksymalnym stopniu wymagan fizjologicz-
nych hepatocytow, moglby stanowi¢ bardziej wiary-
godny model doswiadczalny w zakresie ekstrapolacji
danych doswiadczalnych niz obecnie dostgpne mode-
le in vitro. Uzyskany wynik jest zaskakujacy, jesli
uwzgledni¢ fakt, ze w wielu publikacjach zwraca si¢

Objasnienia: obliczen dokonano z krzywych regresji funkcji stezenia od czasu,
wyznaczonych z uwzglednieniem zmian st¢zenia poszczegodlnych zwiazkow
w przebiegu calego eksperymentu. Uzyskane warto$ci zostaty przeliczonena 1 g
hepatocytdw, przy zatozeniu, ze 60% masy watroby szczura stanowia hepatocyty.
W tabeli zamieszczono $rednie arytmetyczne z 4 doswiadczen + SD. * —p < 0,01
migdzy modelami do§wiadczalnymi

uwagg na podobienstwo aktywno$ci metabolicznej izo-
lowanych hepatocytéw do aktywnosci watroby in vivo,
nawet w tak prostych uktadach doswiadczalnych, jak
zawiesina komorkowa (1, 2, 8, 15-17, 20). Dodatko-
wo, w badaniach wtasnych wykazano, ze zastosowa-
ny bioreaktor jest bardziej uniwersalnym modelem niz
zawiesina czy kultura Jednowarstwowa (14).
Uzyskane dane moga sugerowac, ze w niniejszym
eksperymencie wybor wskaznikow aktywnosci hepa-
tocytow, w potaczeniu z zastosowanym medium, jest
nieodpowiedni. Wydaje sig, ze w zaproponowanych
warunkach eksperymentalnych lepszymi wskaznika-
mi do poréwnania aktywnosci metabolicznej r6znych
modeli in vitro wykorzystujacych $wiezo izolowane
hepatocyty powinny by¢ raczej reakcje katalizowane
przez enzymy indukcyjne (gltownie superrodziny
CYP450) Oceniane w niniejszej pracy procesy (ure-
ogeneza i przemiany glukozy) katalizowane sa przez
enzymy konstytucyjne, w ktérych czynnikiem limitu-
jacym dla reakcji jest podaz substratéw, podczas gdy
w reakcjach katalizowanych przez enzymy indukcyj-
ne limitujaca jest raczej ,,podaz” enzymu. Wiadomo,
ze podcezas izolacji hepatocytow dochodzi przede
wszystkim do wyczerpania zasobow energetycznych
komorki (a nie puli dostepnych enzymow) stad bez-
posredmo po izolacji daja si¢ zauwazy¢ przede wszyst-
kim réznice w zakresie przemian limitowanych do-
stgpnoscia substratow. W stanie nasilonego katabo-
lizmu, stwierdzanego w hepatocytach po procedurze
izolacji, warunki fizjologiczne gwarantowane przez
model badawczy maja znaczenie drugorzedne. Bar-
dziej istotny jest wowczas tatwy dostep sktadnikow
odzywczych. W eksperymentach, w ktorych poréw-
nywano nasilenie ureogenezy w zawiesinie, hodowli
ptytkowej i bioreaktorze, bezposrednio po izolacji he-
patocytow, najwyzsze nat¢zenie ureogenezy stwierdzo-
no wiasnie w zawiesinie komorkowej, ktora pozba-
wiona jest barier dyfuzyjnych, a wigc zapewnia naj-
lepsza dostgpno$¢ substratow (14). Z uptywem czasu,
w prawidtowo prowadzonej hodowli hepatocytow, bi-
lans energetyczny komorek zostaje przywrdcony, ale
ze wzgledu na ograniczona syntezg biatek enzymatycz-
nych oraz niewielka stymulacje ze strony ksenobioty-
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kow, migdzy poszczegc')lnymi uktadami in vitro poja-
w1ajq sig istotne roznice w zakresie aktywnosci enzy-
mow indukcyjnych. W kulturze zawiesinowej juz po
4 godz., a w kulturze ptytkowej dopiero po 4-5 dniach
silnie spada aktywnos$¢ CYP450 (15, 16, 21). Warto
tutaj zaznaczy¢, ze w przedstawionym eksperymencie
do perfuzji zastosowano dos¢ ubogie (pozbawione
aminokwasow, hormonow i mikroelementéw) medium.
W takiej sytuacji komorki bardzo wolno wychodza ze
stanu katabolicznego. Stad wptyw procedury izolacji
na funkcjonowanie hepatocytow umieszczonych
w bioreaktorze okazat si¢ szczego6lnie widoczny.

Powyzsze wyjasnienia braku biorownowaznos$ci
bioreaktora z perfundowana watroba nie znalazly od-
zwierciedlenia w danych dotyczacych zdolnosci do
metabolizowania etanolu przez perfundowana watro-
be 1 bioreaktor. W obydwu modelach do§wiadczalnych
obserwowano identyczny spadek stgzenia etanolu
w medium perfundujacym (ryc. 1); byt on szczegolnie
intensywny w pierwszych 30 min. perfuzji. Poniewaz
pierwszy etap zmian st¢zenia etanolu zwiazany jest
z dystrybucja tego zwiazku do kompartmentu tkanko-
wego, analizg eliminacji przeprowadzono poczynajac
od 35. minuty perfuzji. Okazato sig, ze wykorzystanie
etanolu oceniane po okresie dystrybucji nie rdznito si¢
istotnie w badanych modelach (tab. 1). Na tej podsta-
wie nalezatoby stwierdzié, iz opracowany bioreaktor
i perfundowana watroba sa uktadami w petni bioréw-
nowaznymi. Jednak na tle poprzednich wyjasnien,
wynikajacych z poréwnania ureogenezy i glikolizy,
trudno jest jednoznacznie wytlumaczy¢ wyniki doty-
czace metabolizmu etanolu, szczegolnie, ze dehydro-
genaza alkoholowa nie jest enzymem indukcyjnym.
Mozna przypuszczaé, ze dostgpno$¢ NAD niezbedne-
go do utlenienia etanolu byta podobna w porownywa-
nych uktadach, mimo procedury izolacji komorek
1 zastosowania ubogiej pozywki.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze wybor in-
dykatora moze mie¢ decydujace znaczenie dla oceny
jakosci 1 przydatnosci danego modelu do§wiadczalne-
go do badan in vitro. W przypadku bioreaktora zbudo-
wanego na bazie §wiezo izolowanych hepatocytow,
perfundowanego dodatkowo medium ubogim w sktad-
niki odzywcze, poziom ureogenezy, analiza przemian
glukozy i metabolizmu etanolu sa niewtasciwie do-
branymi markerami, poniewaz prowadza do rozbiez-
nych wynikow. Przeprowadzony eksperyment sugeruje
jednoczesnie, ze w przypadku izolowanych hepatocy-
tow obserwacja proces6w kontrolowanych przez ukta-
dy enzymatyczne o charakterze konstytucyjnym zwigk-
sza ryzyko uzyskania rozbieznych wynikéw migdzy
réznymi uktadami in vitro. Poniewaz wspomniane roz-
biezno$ci sa spowodowane prawdopodobnie silnym
stanem katabohcznym $wiezo 1zolowanych hepatocy-
tow, czqsc1owym rozwiazaniem powyzszego proble-
mu wydaje si¢ przeprowadzanie badan poréwnaw-
czych po dtuzszym okresie stabilizacji komorek, w po-
zywce bogatej w sktadniki odzywcze. Jednak z dru-
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giej strony, zbyt dtugi okres stabilizacji zmniejsza ak-
tywnos$¢ enzymow indukcyjnych, ktore nalezatoby
poleci¢ jako odpowiednie markery dla poréwnania
réznych modeli in vitro opartych na izolowanych he-
patocytach.
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