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DESCRIPCION

[0001] La presente invencion se refiere a la utilizacién de hepatocitos humanos para la determinacion in-vitro de la
funcién hepatica y para la regeneracion del higado en un probando, en particular en un paciente, asi como a la
utilizaciéon de estos hepatocitos humanos como parametros de fosgeno. Ademas, la presente invencion se refiere a un
procedimiento in-vitro para la determinacion de la funcién hepatica y la regeneracion del higado en un probando, en
particular, en un paciente, utilizando hepatocitos humanos.

Estado de la técnica

[0002] Los formadores de enfermedades “Systemic Inflammatory Response Syndrom” (SIRS) con fallos de 6rganos
multiples, sepsis grave y choque séptico estan con frecuencia en relacion con el desarrollo de un dafio reversible del
higado, con lo que se puede producir una limitacién de las funciones hepaticas. Una administracién regular de
medicamentos, un alto consumo de alcohol o también infecciones pueden perjudicar igualmente en una medida
considerable la funcion del higado. Los formadores de enfermedades mencionados anteriormente pueden conducir en
raros casos a un fallo irreversible del higado.

[0003] Una funcién hepatica limitada o bien perturbada puede tener como consecuencia, por ejemplo, una perturbacion
de la funcién del cerebro, como la encefalopatia hepéatica. Esta es provocada por la metabolizacion reducida de
productos de productos de proteolisis en el higado. Una funcion renal limitada se manifiesta de forma sintomatica, por
ejemplo, a través de una reducida capacidad de rendimiento, fatiga, somnolencia y en raras ocasiones también una
sensacion de presién en la region epigastrica.

[0004] En el choque séptico, aproximadamente el 22 % de todos los pacientes desarrollan, por ultimo, un fallo hepatico
(1). Como fallo hepatico o insuficiente hepatica se designa la extincién de la funcién hepatica hasta el coma hepatico. El
fallo hepético se caracteriza por la aparicion de ictericia (lkterus), encefalopatia hepatica, sindrome hepato-renal,
trastornos de la coagulacion de la sangre, hipalbuminosis con ascitis, trombocitopenia o trastornos endocrinos.

[0005] Harbrecht y colaboradores pudieron verificar en un estudio que un fallo del higado, que se desarrolla en el
transcurso de una estancia en un hospital, prolonga el tiempo de residencia en el hospital y eleva en una medida
considerable la mortalidad (2). Los motivos de ellos no estan todavia aclarados en detalle. Los modelos de enfermedad
conocidos hasta ahora parten de un dafio del higado, que procede de una limitacién de la perfusion del esplacnico, de
una disfuncién del endotelio y de un dafio directo a través de toxinas bacterianas u otras, como por ejemplo toxinas
enddgenas (3-6).

[0006] Por ultimo, hay que indicar que en el caso de fallo agudo del higado, que no se produce en el marco de SIRS o
sepsis, se pueden constatar marcadores de inflamacion humorales y celulares intensificados (7).

[0007] La sepsis los SIRS con fallo de rganos mudltiples y los fallos hepaticos estan en todo el mundo en la punta de las
causas de muerte. En los USA enferman cada afio aproximadamente 500.000 pacientes de sepsis con una mortalidad
media del 21 % (8). En Alemania, mueren cada afio 70.000 pacientes de esta enfermedad y sus complicaciones.
Aproximadamente 20.000 pacientes al afio mueren en Alemania de una enfermedad hepatica. Cuando se produce un
fallo hepatico fulminante, solamente queda en Gltimo término un transplante de higado.

[0008] En general, se puede constatar que la determinaciéon o bien el diagnéstico de una funcion hepatica limitada o
bien perturbada en un probando en el instante mas temprano posible tiene la maxima importancia, puesto que de esta
manera se puede tratar precozmente de manera correspondiente un fallo agudo de higado o se puede prevenir
precozmente.

[0009] Una funcién hepatica limitada o bien trastornada se puede diagnosticar actualmente a través de la medicién de
diferentes valore sanguineos especificos y no especificos del higado. Asi, por ejemplo, a través de la medicién de las
enzimas del higado glutamal-piruvat-transaminasas (GPT), glutamat-oxalacetat-transaminasas (GOT) vy
gamma”’glutamil-transferasas gamma-GT) se puede determinar un dafio hepatico. Un trastorno de la funcién excretora y
de la funcion de desinfeccién del higado tiene como consecuencia, por ejemplo, altos valore de bilirrubina, gamma-GT,
amoniaco y fosfatasa alcalina (AP). En el caso de una capacidad limitada de sintesis del higado se puede reducir
también el contenido de proteinas en el plasma, como por ejemplo la albimina y muchos factores de la coagulacion.

[0010] Los procedimientos diagndsticos utilizados actualmente tienen, sin embargo, el inconveniente de que muchos de
loa valores sanguineos mencionados solamente en el caso de fallo progresivo del higado estan claramente en la zona
patoldgica y, por lo tanto, son inadecuados para la deteccion precoz de un fallo del higado.

[0011] Para la determinacion de la funcion hepatica se utiliza, ademas, procedimientos que calculan, por ejemplo, la
perfusién del esplacnico. Esto se realiza, por ejemplo, con el sistema LIMON (PULSION Medical Systems AG.
Alemania).

[0012] EI sistema LIMON para la determinacién de la perfusiéon del esplacnico y de la funcion hepatica se encuentra
actualmente en prueba clinica (3-4). Pero en este procedimiento, por razones técnicas, especialmente en pacientes con
sepsis altas, es muy dificil realizar una medicién correcta con este sistema.
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[0013] En resumen, se puede decir, que los procedimientos habituales empleados actualmente solamente proporcionan
manifestaciones relativamente inespecificas con respecto a la funcién hepatica en un paciente.

[0014] Se conocen a partir de la patente US 5.290.684 A hepatocitos humanos de una linea de celulas HepG2/C3A, que
solamente se pueden utilizar aqui terapéuticamente. Estos se pueden adquirir en el comercio.

Representaciéon de lainvencion

[0015] EI cometido de la invencion es, por lo tanto, preparar un nuevo ensayo de citotoxicidad sobre la base de
hepatocitos humanos, que detecta el dafio directo del higado y su regeneracion en un probando.

[0016] De acuerdo con la invencion, para la solucién de este cometido se prepara un procedimiento in-vitro nuevo
utilizando hepatocitos humanos y una utilizacién nueva de hepatocitos humanos, respectivamente, de manera que se
puede determinar la funcién hepética de un probando, en particular en un paciente, tiene esta enfermo de Systemic
Inflammatory Response Syndrom” (SIRS), sepsis, fallo del higado o fallo de 6rganos mdltiples en el plano celular.

[0017] Hasta ahora no se conocen ensayos comparativos en el plano celular para la determinacién de la funcién
hepética en probandos, en particular en un paciente con funcién hepatica limitada o bien trastornada, como se prepara
con el procedimiento in-vitro de acuerdo con la invencién. En particular, no se conoce un ensayo de citotoxicidad sobre
la base de hepatocitos humanos, que detecte el dafo directo del higado en un paciente con los formadores de
enfermedad SIRS con fallo de multiples érganos, sepsis grave, choque séptico y fallo del higado en el plano celular.

[0018] EI procedimiento in-vitro de acuerdo con la invencion o bien la utilizacién de acuerdo con la invencion de
hepatocitos humanos para la determinacion in-vitro de la funcion hepética en el plano celular tiene la ventaja de que se
pueden encontrar manifestaciones sobre la funcién hepatica de un probando, en particular de un paciente, de maneras
esencialmente mas exacta y mas precoz en comparacion con los procedimientos disponibles actualmente.

[0019] Hay que indicar que el concepto “probando” comprende a continuacién tanto un “probando sano” como también
un “probando enfermo” en el sentido de un paciente.

[0020] EIl procedimiento in-vitro de acuerdo con la invenciéon o bien la utilizacion de acuerdo con la invencion de
hepatocitos humanos para la determinacion in-vitro de la funcién hepatica se base en el principio de que cualquier
sustancia, en funcién de su concentracion y combinacion con otras sustancias, puede tener influencias toxicas sobre
células humanas. Con el procedimiento o bien con la utilizaciéon de acuerdo con la invencién se prepara de esta manera
un ensayo de citotoxicidad, en el que se detecta la citotoxicidad enddgena y exdgena (provocada, por ejemplo, por
medicamentos).

[0021] De acuerdo con la invencién, para la determinacion de la funcidon hepatica de un probando se incuban
hepatocitos humanos con plasma de probandos. Como parametro para la funcion hepatica de un probando se puede
considerar el dafio celular de los hepatocitos humanos después de la incubacién con el plasma de probandos. En
particular, después de la incubacion de los hepatocitos humanos con plasma de probando, se pueden derivar la funcion
hepética y la regeneracién del higado de un probando por medio de la medicion de determinados pardmetros, como por
ejemplo vitalidad, funcionalidad y grado de activacion de los hepatocitos humanos.

[0022] El procedimiento in-vitro de acuerdo con la invencién para la determinacion de la funciéon hepatica se realiza
sobre la base de hepatocitos humanos, que son seleccionados a partir de las lineas de células hepéticas humanas C3A,
HLE, HepG2, HuH7, Hep3B, PLC/PRF/5. Las lineas de células correspondientes fueron adquiridas de la American Type
Culture Collection (ATCC) vy, por lo tanto, cumplen normas de calidad de validez general. El ensayo de citotoxicidad
contiene dos partes de un kit de ensayo: la primera parte comprende microplacas ocupadas con hepatocitos humanos
(placas de 24 pocillos). La segunda parte comprende soluciones preparadas para usar de reactivos necesarios para el
ensayo.

[0023] Para la determinacion de la funcién hepatica e incuban los hepatocitos humanos con plasma de probandos. El
plasma de probandos se obtiene practicamente como sobrante libre de células después de la centrifugacion de sangre
anticoagulada. La coagulacién de la muestra de sangre se inhibe a través de la adicion de anticoagulantes, como por
ejemplo heparina o bien heparinoides o sustancias, que ligan iones de calcio, como citrato, EDTA, fluoruros u oxalato.
La coagulacion del plasma y la concentracion y composicion de anticoagulantes necesarias para ello estan
normalizadas en una Norma internacional y, por lo tanto, deberia ser conocido por el técnico.

[0024] EI procedimiento in-vitro de acuerdo con la invencion o bien la utilizacion de acuerdo con la invencion de
hepatocitos humanos para la determinacioén in-vitro de la funcién hepatica se basa en el principio de que debido a una
funcién hepatica limitada o bien perturbada se acumulan determinadas sustancias y metabolitos del metabolismo, como
toxinas endégenas y exdgenas, en el plasma de un probando. Estas sustancias pueden tener finalmente una influencia
toxica sobre los hepatocitos humanos. A través de la determinacion de determinados pardmetros de la vitalidad, de la
funcién y de la activacion después de la incubacion de los hepatocitos humanos con el plasma del probando es posible
derivar de esta manera la funcion hepatica de un probando.
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[0025] De esta manera, después de la incubacién de los hepatocitos humanos con plasma de probandos se puede
derivar la funcién hepatica del probando por medio de la medicién de la actividad de Cytochrom P450 Isoenzym 1A2
(CYP 1A2) de los hepatocitos humanos.

[0026] La Superfamilia Cytochrom P450 esta constituida por hemoproteinas microsomales, que tienen una importancia
central para el metabolismo oxidativo, peroxidativo y reductor de una serie de sustancias enddgenas y exégenas.

[0027] Otra division de los citocromos se realiza en familias de enzimas, que muestran una coincidencia de la secuencia
de proteinas de al menos el 40 %, y en subfamilias, cuya coincidencia es superior al 55 %.

[0028] Cyrochrom P450 (CYP 1A2) en el hombre se ha podido constar hasta ahora exclusivamente en el higado y
representa alli aproximadamente el 15 % de todo el contenido de citocromo. Su expresion depende de diversos
factores, entre otros del sexo, raza, polimorfismos genéticos y de la exposicién frente a inductores, de manera existe
una diferencia grande entre los individuos.

[0029] La funcién de CYP 1A2 se encuentra principalmente en el metabolismo de sustancias extrafias (toxicos del
medio ambiente y tdxicos de la alimentacion, medicamentos).

[0030] La actividad del citocromo P450 1A2, una enzima implicada en la biotransformacion de diferentes medicamentos,
es, en efecto, reducida en células HepG2/C3A, pero se puede incrementar a través de induccién con metilclorantreno
por encima de 40 veces el valor inicial (12).

[0031] En otra forma de realizacién, después de la incubacién de los hepatocitos humanos con plasma de probandos,
se puede derivar la funcion hepética del probando por medio de medicidn de la actividad de los hepatocitos humanos
parta sintetizar microalbumina y otras proteinas.

[0032] Las albuminas son proteinas globulares bien solubles en agua. Estan constituidas por aproximadamente 580
aminoacidos y tienen un peso molecular medio de 66.000 Dalton. Las albuminas forman aproximadamente el 60 % de la
albumina total en el plasma sanguineo y sirven sobre todo para la regulacion de la presion oncética intravasal y como
proteinas de transporte para sustancias insolubles en agua, como por ejemplo &acidos grasos, hormonas, elementos
trazas y también diversos medicamentos. Las sustancias con efecto toxico pueden reducir la capacidad de transporte de
las albuminas a través de la ligazén en éstas.

[0033] Ademas, las albuminas representan reservas de aminoacidos para el cuerpo y contribuyen a la capacidad
tampon de la sangre.

[0034] La sintesis de la albumina tiene lugar exclusivamente en el higado y representa aproximadamente el 10 % de
toda la capacidad de sintesis de proteinas en el higado. Por este motivo, la sintesis de aminoacidos se considera como
un parametro importante para la funcion del higado. Un adulto forma diariamente aproximadamente de 120 a 200 mg de
albumina / kg de peso corporal.

[0035] En otra forma de realizacién, después de la incubacién de los hepatocitos humanos con plasma de probandos
se puede derivar la funcién hepatica del probando por medio de la medicién de la liberacién de lactato-dehidrogenasa a
partir de los hepatocitos humanos. La lactato-dehidrogenasa (LDH) es una enzima celular, que tiene una gran
importancia para el metabolismo intermedio de la célula, puesto que la enzima colabora en la glicolisis. Cataliza la
reaccion de piruvato en lactato, como coenzima sirve en este caso NADH.

[0036]
Ecuacion de reaccion:
LDH
Piruvato + NADH + H+ &------ - Lactato + NAD+

[0037] LDH es verificable en muchos tejidos diferentes, entre otros en el higado, en la musculatura del corazén y en la
musculatura del esqueleto, en los eritrocitos, en el tejido linfatico y en el tejido hematopoyético asi como en los rifiones y
en malignotas.

[0038] Existen cinco isoenzimas diferentes, que poseen una distribucién organica diferente. El periodo de vida media del
plasma de la lactato-dehidrogenasa esta entre 10 y 120 horas. El valor normal para la actividad LDH en el suero
sanguineo esta entre 120 a 240 U/l y resulta de la muda celular diaria.

[0039] Una elevacion de esta actividad se encuentra en el caso de un dafio de las células de procedencia, de manera
que a través de trastornos de la permeabilidad de la membrana celular o lisis de las células se puede producir la salida
de la enzima. Este puede ser el caso también en caso de muda celular intensificada y en procesos regenerativos.
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[0040] En otra forma de realizacién, después de la incubacién de los hepatocitos humanos con plasma de probandos,
se puede derivar la funcién hepatica del probando por medio de la medicion de la adherencia de los hepatocitos
humanos vitales.

[0041] En otra forma de realizacion, después de la incubacion de los hepatocitos humanos con plasma de probandos,
se puede derivar la funcion hepatica del probando por medio de medicion de la actividad esterasa de los hepatocitos
humanos vitales.

[0042] En otra forma de realizacién, después de la incubacion de los hepatocitos humanos con plasma de probandos,
se puede derivar la funcidon hepatica del probando por medio de medicién del nimero de los hepatocitos humanos
muertos y del nimero de los hepatocitos humanos vivos.

[0043] En otra forma de realizacion, después de la incubacion de los hepatocitos humanos con plasma de probandos,
se puede derivar la funcién hepatica del probando por medio de medicion de la actividad de dehidrogenasas
mitocondriales de los hepatocitos humanos vitales.

[0044] El procedimiento in-vitro de acuerdo con la invencion o bien la utilizaciébn de hepatocitos humanos son
adecuados para la determinacion de la funcién hepatica en probandos, que estan enfermos de “Systemic Inflammatory
Response Syndrom” (SIRS), sepsis, choque séptico, fallo del higado o fallo de mdltiples 6rganos.

[0045] Ademads, el procedimiento in-vitro de acuerdo con la invencién o bien la utilizacion de hepatocitos humanos son
adecuados para la deteccion precoz de un fallo del higado, para la verificacién de terapias, del desarrollo del tratamiento
y de la regeneracion de la funcién hepatica.

[0046] Ademas, el procedimiento in-vitro de acuerdo con la invencién o bien la utilizacién de hepatocitos humanos son
adecuados como parametros de prondstico, con los que es posible preparar ya precozmente a un probando para un
transplante de higado, cuando tiene, por ejemplo, un pronéstico malo con respecto a su enfermedad hepatica. En
probandos a los que se ha transplantale el higado, el procedimiento o bien la utilizacién de acuerdo con la invencion
contribuyen a encontrar manifestaciones mas exactas sobre la capacidad funcional del transplantado una vez realizado
el transplante.

Realizacion de lainvencion
[0047] A continuacion se indican las formas de realizacion preferidas de la invencion.

[0048] Con preferencia, el procedimiento de acuerdo con la invencién se realiza para la determinacion de la funcién
hepética sobre la base de células HepG2/C3A.

[0049] En la linea de células HepG2/C3A (ATCC #CRL 10741) se trata de un subclon de la linea de células
hepatoblastoma humana HepG2 muy extendida.

[0050] Las células HepG2/C3A estan muy diferenciadas. Poseen muchas propiedades fenotipicas y genotipicas de las
células hepaticas normales y no llevan secuencias virales. En la fase de crecimiento antes de la confluencia, las células
HepG2/C3A se comportan de manera similar al tejido hepatico regenerador. Tienen un tiempo de duplicacién corto de
tan sélo 24 horas y segregan una serie de proteinas fetales, entre ellas [alfa]-fetoproteina, aldolasa A 'y C y
piruvatquinasa K.

[0051] Tan pronto como las células alcanzan el estadio de la confluencia, se produce una fuerte inhibicién del contacto.
La frecuencia de las divisiones de las células se reduce drasticamente, de manera que el tiempo de duplicacién se eleva
por encima de 200 horas y se configura un equilibrio. Ahora predominan células HepG2/C3A, que representan un
fenotipo adulto. Esto se muestra claramente también en la produccion de proteinas: la formacion de proteinas fetales se
reduce, en su lugar se produce una sintesis multiplicada de albumina, aldolasa B y piruvatquinasa L.

[0052] Ademés de la formacion de diferentes proteinas de plasma, como por ejemplo albimina, haptoglobina,
ceruloplasmina, [alfa]2-macroglobulina, transferina, plasminégeno, fibrindgeno, las células HepG2/C3A estan en
condiciones también para la sintesis de urea a partir de lactato y cloruro de amonio.

[0053] Ademas, las células HepG2/C3A se pueden cultivar en medio libre de glucosa. Esto muestra que dichas células
poseen la capacidad de gluconeogénesis, que es una de las funciones metabdlicas especificas de higado mas
importantes.

[0054] La actividad de Cytochrom P450 1A2, una enzima implicada en la biotransformacion de diferentes
medicamentos, es, en efecto, reducida en células HepG2/C3A, pero se puede incrementar a través de induccién con
metilcolantreno por encima de 40 veces la actividad de partida (12).

[0055] En una serie de ensayos sobre el mecanismo de la invasividad tumoral y la metastasis han sido investigadas
diferentes lineas de células hepaticas humanas, entre otras las lineas de células C3A, HLE, HepG2, HuH7, Hep3B,
PLC/PRP/5. Las lineas de células HepG2/C3A mostraron en este caso la invasividad minima.
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[0056] En virtud de la amplia diferenciacién especifica del higado de la linea de células HepG2/C3A, las células ya han
sido probadas como componente de un sistema de asistenta hepatica artificial para la terapia del fallo hepatico (10).
Estas lineas de células hepaticas se pueden adquirir en el comercio.

[0057] Cultivo de las células HepG2/C3A:

[0058] Células HepG2/C3A fueron cultivadas en un termostato a 37°C y con 5 % de gasificacion CO; en frascos de
cultivo de tejido con 4 a 20 ml de solucion nutritiva (medio). Esta estaba constituida por Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (Life Technologies Ltd.) con 10 % de suero de ternera fetal (=FCS, PAA), 1 % de solucién de glutamina (200
nM, Serva) y 1 5 de solucién de antibidticos (penicilina G (10.000 IE/ml) / estreptomicina (10 mg/ml) — Jenapharm
ratiopharm GmbH). Para la crioconservacion se almacenaron células HepG2/C3A a -196°C en nitrdgeno liquido en
tubos, que contenian 1x10 células en 2 ml de medio con 10 % DMSO (dimetilsulfoxido). Se formd un banco de células
de trabajo. Para la revitalizacion se transfirieron las células al medio celular descrito anteriormente y después del
recuento de las células con coloracion de Trypanblau en la cAmara de recuento Neubauer (ver mas abajo) se sembraron
en una concentracion de 5 x 10° células. El primer cambio de medio se realizd al cabo de 24 horas, a continuacion tres
veces por semana. El tiempo de revitalizacion fue 14 dias. A continuacion se investigaron las células cada 7 a 10 dias y
se sembraron de nuevo en una concentracion de 5 x 10° células / ml. En este caso no se excedié un nimero de division
maximo (pasos) de 10.

[0059] Determinacion de los parametros

[0060] 1. Determinacion de la actividad de Cytochrom P450 Isoenzym 1A2 (ensayo de etoxiresorfina, determinacion de
la actividad de la Ethoxiresorussn-O-Deethylase, 11, 12).

[0061] La actividad de Cytochrom P450 Isoenzym 1A2 se puede determinar a través de O-deetilacion de 7-
etoxiresorufina en resorufina.

[0062] A tal fin, se sembraron células HepG2/C3A en placas de cultivo de células de 24 pocillos en el transcurso de 3
dias en una concentracion de 250.000 células / pocillo y se mezclaron con 0,5 ml de medio. Durante este tiempo se
realizé diariamente un cambio del medio. Para elevar la actividad de CYP 1A2 de las células, se indujo con 3-metil
colantreno (Sigma) en una concentracion de 5,36 g/l (20 uM). Desde el cuarto hasta el sexto dia se incubaron las
células con el plasma de probando (0,5 ml).

[0063] La medicién de la actividad tuvo lugar el sexto dia después de la siembra de las células. En primer lugar, se
aspir6 el medio de cultivo de células / plasma de probandos, luego las células recibieron 0,5 ml de medio con
etoxiresorufina (8 uM) y Dicumarol (10 uM) y se incubaron en el transcurso de una hora a 37°C en el termostato. En este
caso, una parte de la etoxiresorufina de las células HepG2/C3A se convirtio en resorufina. El Dicumarol tenia el
cometido de impedir otro metabolismo de la resorufina.

[0064] A continuacion, se extrajeron de cada pocillo 2 x 75 ul para determinaciones dobles y se transfirieron a una placa
negra de 96 pocillos. A continuacion se afiadieron 15 ul de una solucién de B-glucuronidasa (15 unidades de Fishman) y
arilsulfatasa (120 unidades de Roy), para disociar complejos de resorufina eventualmente formados.

[0065] A continuacion tubo lugar una nueva incubacién en el transcurso de tres horas a 37°C y con agitacion.

[0066] Luego se pipetaron 200 ul de etanol (99,9 %) en cada pocillo. Después de 5 a 10 minutos se pudo medir el
contenido de resorufina de las muestras en el lector de fluorescencia (Fluoroskan Ascent, Labsystems) durante una
excitacion de 530 nm y una emisiéon de 584 nm.

[0067] Para poder convertir las fluorescencias en cantidades de resorufina, se prepar6 en cada ensayo una curva
estandar de resorufina (Blank — 10 pmol — 20 pmol — 30 pmol — 80 pmol). En cada ensayo se realiz6 una control de
medio puro con y sin células y se cada muestra se realiz6 una determinacion doble.

[0068] Protocolo para la optimizacion del tiempo de | ensayo de etoxiresorfina (estadio experimental):

[0069] Desde los dias 8 a 14 de la revitalizacion de las células se afiadi6 al medio 3-metilcolantreno en una
concentraciéon de 2,68 g/l (10 uM). Adicionalmente se trabajé durante toda la fase de revitalizacion (14 dias) con una
concentracién elevada de FCS del 15 %. A continuacion, el tiempo de incubacién de las células con 3-metilcolantreno
en una concentracién de 5,36 g/l (20 uM) fue un dia. El tiempo de incubacién con el plasma de probandos fue
solamente todavia un dia, de manera que al cabo de 48 horas desde el comienzo del ensayo se obtuvo el resultado.

[0070] 2. Capacidad de sintesis, por ejemplo microalbumina y otras sintesis de proteinas de las células HepG2/C3A
(13).

[0071] Las células HepG2/C3A fueron sembradas en placas de cultivo de células de 24 pocillos en una concentracion
de 250.000 células / pocillo y se mezclaron en el transcurso de 3 dias con 0,5 ml de plasma de probandos + 0,25 ml de
medio, a continuacién se lavaron una vez con medio y a continuacién se incubaron con medio fresco (1 ml) en el
transcurso de 3 dias. A continuacién se determiné a partir de 0,2 ml de sobrante de cultivo celular la microalbumina de
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forma nefelométrica como determinacién doble (+ control del medio). Cada uno de los ensayos con plasma de
probandos se realizado igualmente como determinacién doble.

[0072] Protocolos para la optimizacion del ensayo de sintesis de proteina (estadio experimental):

[0073] A través de la agitacidon continua de los frascos de cultivo celular por medio de un agitador disponible en la
industria se optimiz6 el contacto de célula-medio y célula-plasma, respectivamente. De esta manera, los tiempos de
incubacién tanto con plasma de probandos como también con el medio se acortaron a un dia, de manera que al cabo de
48 horas después del comienzo del ensayo se obtuvo un resultado.

[0074] A través de la adicion de ornitina alfa-cetoglutarato (=OKG, 0,03 mM, 13a) al medio se incrementé la capacidad
de sintesis de las células HepG2/C3A. De esta manera, se pudo acortar de la misma manera el tiempo del ensayo a 48
horas y, en segundo lugar, las células liberaron a través de la estimulacion OKG cantidades medibles de fibrégeno y
transferina (proteinas del plasma), que se midieron en 200 pl de sobrante de cultivo celular como determinacion doble.

[0075] 3. Determinacion de la liberacion de lactato-dehidrogenasa (LDH) a partir de las células HepG2/C3A (ensayo de
vitalidad, 14):

[0076] Las células HepG2/C3A fueron sembradas en placas de cultivo e células de 24 pocillos y se mezclaron en el
transcurso de 3 dias en una concentracion de 250.000 células / pocillo con 0,5 ml de plasma de probandos “0,25 ml de
medio, a continuacién se lavaron una vez con medio y luego se incubaron con medio fresco (1 ml) en el transcurso de 3
dias. A continuacion a partir de 0,2 ml de sobrante de cultivo de células se determind la LDH como determinacion
doble. Cada ensayo con probandos se realizé igualmente como determinacion doble. De la misma manera se realizé un
control del medio.

[0077] La determinacion de LDH se realiz6 de acuerdo con el método estandar optimizado de la Deutsche Gesellschaft
fur Klinische Chemie (DGKC). En este caso, se utiliz6 piruvato como sustrato y se determind fotométricamente la
reduccion de NADH.

[0078] Protocolos para la optimizacion del tiempo del ensayo de vitalidad de LDH (estadio experimental):

[0079] A través de la agitacion continua de los frascos de cultivo celular por medio de un agitador disponible en la
industria se optimiz6 el contacto de célula-medio y célula-plasma, respectivamente. De esta manera, los tiempos de
incubacién tanto con plasma de probandos como también con el medio se acortaron a un dia, de manera que al cabo de
48 horas después del comienzo del ensayo se obtuvo un resultado.

[0080] Otros ensayos de vitalidad y de proliferacion:

[0081] Las células HepG2/C3A fueron mezcladas en el transcurso de 3 dias en placas de cultivo de células de 24
pocillos en una concentracion de 250.000 células / pocillo con 0,5 ml de plasma de probandos + 0,25 ml de medio, a
continuacion se lavaron una vez con medio y a continuacion se incubaron con medio fresco (1 ml) en el transcurso de 3
dias. De la misma manera se realiz6 un control del medio. A continuacién se realizaron los siguientes ensayos con las
células:

[0082] 4. Ensayo de adherencia

[0083] En primer lugar, se registré de forma semicuantitativa la adherencia de las células HepG2/CA3 por medio de
microscopio 6ptico. Puesto que en la linea de células HepG2/C3A se trata de una linea de células adherente, un alto
porcentaje de células adherentes en el pocillo indica una buena vitalidad. La deteccién de la adherencia se realiz6 como
determinacion doble.

[0084] 5. Ensayo de vida / muerte

[0085] En el ensayo de vida / muerta (Molecular Probes, 15) se mezclaron las células con 2 colorantes (Calcein AM y
Ethidium Homodimer).

[0086] CalceinAcetona-Metiléster (Calcein Green AM) puede penetrar en virtud de su permeabilidad de la membrana en
la célula vital y se disocia intracelularmente a través de esterasas propias de las células (hidroxilacion). La calceina
resultante forma con iones de calcio quelatos, que no pueden abandonar la célula. Los quelatos de calceina emiten, con
una longitud de onda de excitacién de 485 nm, luz con una longitud de onda de 530 nm. Entonces se muestra una
fluorescencia verde, que se puede captar y fotografiar con un microscopio de fluorescencia. En las células muertas, la
actividad de esterasa se anula, de tal modo que de manera muy especifica solamente células vitales muestran una
fluorescencia verde.

[0087] En cambio, para las células muertas es adecuado el colorante que no pasa la membrana etidio bromuro
homodimero. Este colorante no puede pasar las membranas celulares intactas, es decir, que no se puede difundir a
través de las células vitales, de modo que este colorante no es absorbido por células vitales. En las células muertas, el
colorante forma un complejo fluorescente que aparece rojizo con &cidos nucleicos (longitud de onda de excitaciéon: 514
nm, longitud de onda emitida: 642 nm).
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[0088] Al comienzo del ensayo se aspir6 el medio con precaucion. Luego se afiadieron 0,5 ml de reactivo de vida /
muerta (Calcein AM: 2 uM, Ethidium Homodimer: 4 uM). A continuacion se realizé la incubacion de las células en el
termostato a 37°C en condiciones estandar en el transcurso de 30 minutos. A continuacién se fotografiaron las células
con luz monocromatica y se evalué el ensayo cuantitativamente. A tal fin, se realizaron en el lector de fluorescencia
(Fluoroskan Ascent, Labsystems) tanto una medicion verde como también una medicién roja con las longitudes de onda
mencionadas anteriormente. Siempre se realizaron determinaciones dobles y se formé un valor medio a partir de ellas.

[0089] 6. Ensayo XTT

[0090] En el ensayo XTT (Roche, 16-17) se midio la conversion de la sal de tetazolio y las modificacion del color
resultante de ella, que provoca una modificacion del valor de extincion. En este caso, a través de las células
metabdlicamente activas, a partir de la sal de tetrazolio amarilla XTT se obtuvo el Formazan de color naranja. A través
de dehidrogenasas mitocrondriales se realizé la conversion de la sal de tetrazolio amarilla. La conversién de la sal de
tetrazolio es directamente proporcional al estado de actividad de las células.

[0091] Al comienzo del ensayo se aspiré el medio con precaucion. Luego se afadieron 0,5 ml de medio fresco y 0,25
ml de reactivo XTT en una concentraciéon de 1 mg/ml. A continuacion se realizé la incubacion de las células en el
termostato a 37°C en condiciones estandar. Después de 2, 4 y 24 horas se realizaron las mediciones de las extinciones
(Anthos Reader) como determinaciones dobles (longitud de onda: 450 nm, longitud de onda de referencia: 690 nm). A
tal fin se extrajeron a partir de cada pocillo 2 x 10 ul para determinaciones dobles y se transfirieron a una placa de 96
pocillos.

[0092] 7. Ensayo de vitalidad con Trypanblau

[0093] Las células son coloreadas después de la tripsinacion con Trypanblau y se registra en la camara de recuento de
nuevos constructores el nimero de las células muertas (que se iluminan en color azul) / vivas (no coloreadas).

[0094] Al comienzo del ensayo, se aspira el medio con precaucién desde el pocillo, se rellena en 15 ml de BlueCaps y
se centrifugan las células no adherentes eventualmente presentes. El medio centrifugado se desecha. Las células
adherentes en el pocillo se mezclan con 0,6 ml de solucién de tripsina (1,25 mg/ml) 7 1,5 ml de medio, para disolver las
células. A continuacién se realiza la incubacion a 37°C bajo agitacion en el transcurso de 16 minutos. Las células
disueltas son introducidas a continuacion con el medio en el BlueCap preparado, en el que se encuentran las células
eventualmente no adherentes. Las células son resuspendidas y se lleva a cabo la determinacién del niumero de células
con Trypanblau en la camara de recuento de nuevos constructores. A tal fin se mezclan 25 pl de la suspensién de
células con 25 pl de Trypanblau y a continuacion se introducen en la camara de recuento. Se recuentan dos cuartas
grandes y el resultado se multiplica por 10.000. De esta manera se determina el nimero de las células vivas como
también de las muertas, Todas las determinaciones se realizan por duplicado.

[0095] Protocolos para la optimizacion del tiempo del ensayo de vitalidad con Trypanblau (fase experimental).

[0096] A través de agitacién continua de los frascos de cultivo de células por medio de un agitador disponible en la
industria se optimiza el contacto entre el medio y las células o bien entre el plasma y las células. De esta manera se
acortan los tiempos de incubacién tanto con el plasma del probando como también con el medio a un dia, de manera
que al cabo de 48 horas después del comienzo del ensayo existe un resultado.

[0097] Ejemplos

[0098] El ensayo de citotoxicidad de acuerdo con la invencion ha sido probado en pacientes con fallos hepaticos para
verificar la efectividad del procedimiento de asistencia del higado MARS (Molecular Adsorbens Recirculation System,
18) para la reduccién de toxinas enddgenas, que conducen a un dafio adicional del higado. En este caso, las células
son incubadas con las muestras de plasma de los pacientes antes y después de un tratamiento MARS. Con la ayuda del
ensayo de citotoxicidad se pueden constatar diferencias claras entre las muestras de pacientes antes y después de la
terapia MARS y en la comparacion con muestras de probandos sanos, en el sentido de una funcion mejorada,
capacidad de sintesis mejorada y vitalidad mejorada de las células HepG2/C2A, cuando fueron incubadas con el plasma
del paciente de acuerdo con la terapia MARS.

[0099] El ensayo de citotoxicidad de acuerdo con la invencidon ha encontrado aplicacion también en el marco de un
estudio de terapia de sepsis (EIS S —Istudie) con el modelo de perfusiéon de plasma extracorporal EISS (Extracorporal
Immune Support System, 19, que se basa en granulocitos donantes. En este estudio, se determinaron muestras de
plasma de pacientes con choque séptico en el desarrollo de la terapia (cuatro instantes de extraccion) y se midieron a
tal fin en comparacion con muestras de plasma de probandos sanos. En este caso, se detectaron diferencias claras
entre las muestras de plasma de pacientes y de probandos sanos en el sentido de una vitalidad limitadas, una
capacidad de sintesis limitada y una funcion limitada de las células HepG2/C3A en pacientes. También aparecieron
diferencias marcadas en los resultados de los pacientes entre células HepG2/C3A supervivientes y no supervivientes en
el desarrollo temporal, de manera que el ensayo de citotoxidad desarrollado posee también un vapor de empleo para la
supervision de la terapia y como parametro de prondstico.
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[0100] Actualmente se desarrolla un estudio clinico grande, en el que se prueba el ensayo en 50 pacientes con sepsis
grave o choque séptico grave en comparacion con un colectivo de pacientes “no séptico” (50 pacientes). En ninguno de
los pacientes se puede diagnosticar una enfermedad hepatica preexistente.

[0101] Ademas, el ensayo de citotoxicidad desarrollado es validado actualmente en el marco de un estudio en 15
pacientes, que deben someterse a un trasplante de higado en el caso de fallo del higado. El ensayo debe ayudar en
este caso a poder obtener manifestaciones mas exactas sobre la funcién del trasplante en el desarrollo posterior.
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REIVINDICACIONES

1.- Utilizacion de hepatocitos humanos para la determinacion in-vitro de la funciéon hepatica en un probando, en
la que se realiza una medicion del dafio de las células de los hepatocitos humanos después de la incubacion con
plasma de probandos.

2.- Utilizacion de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que los hepatocitos humanos son seleccionados a partir
de las lineas de células hepaticas humanas C3A, HLE, HepG2, HuH7, Hep3B, PLC/PRF/5 que se pueden adquirir en el
comercio.

3.- Utilizacién de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que los hepatocitos humanos son células HepG2/C3A.

4.- Utilizacion de acuerdo con las reivindicaciones 1, 2 ¢ 3, para la deteccion precoz de un fallo hepatico, para
la supervisién de terapias, del desarrollo del tratamiento y de la regeneracion de la funcién hepética y como parametros
de prondéstico.

5.- Utilizacion de acuerdo con la reivindicaciéon 4, en la que el probando estd enfermo de “Systemic
Inflammatory Response Syndrom” (SIRS), sepsis, sepsis grave, choque séptico, fallo del higado o fallo de multiples
6rganos.

6.- Procedimiento in-vitro para la determinacién de la funcién hepética en un probando utilizando hepatocitos
humanos, en el que después de la incubacién de los hepatocitos humanos, que se pueden adquirir en el comercio, con
plasma de probando, se deriva la funcién hepatica del probando por medio de medicién de los pardmetros vitalidad,
funcionalidad y grado de activacién de los hepatocitos humanos y los hepatocitos humanos estan seleccionados a partir
de las lineas de células hepaticas humanas C3A, HLE, HepG2, HepG2/C3A, HuH7, Hep3B, PLC/PRF/5.

7.- Procedimiento in-vitro de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que los hepatocitos humanos son células
HepG2/C3A.

8.- Procedimiento in-vitro de acuerdo con una de las reivindicaciones 6 0 7, en el que la funcién hepética del
probando se deriva por medio de medicién de la actividad de Cytochrom P450 Isoenzym 1A2 (CYP 1A2) de los
hepatocitos humanos.

9.- Procedimiento in-vitro de acuerdo con una de las reivindicaciones 6 6 7, en el que la funcién hepatica del
probando se deriva por medio de medicion de la actividad de los hepatocitos humanos microalbimina y otras proteinas
para la sintetizacion.

10.- Procedimiento in-vitro de acuerdo con una de las reivindicaciones 6 6 7, en el que la funcion hepatica del
probando se deriva por medio de medicion de la liberacién de lactato-dehidrogenasa a partir de los hepatocitos
humanos.

11.- Procedimiento in-vitro de acuerdo con una de las reivindicaciones 6 6 7, en el que la funcién hepatica del
probando se deriva por medio de medicion de la adherencia de los hepatocitos humanos vitales.

12.- Procedimiento in-vitro de acuerdo con una de las reivindicaciones 6 6 7, en el que la funcion hepéatica del
probando se deriva por medio de medicién de la actividad éster de los hepatocitos humanos vitales.

13.- Procedimiento in-vitro de acuerdo con una de las reivindicaciones 6 6 7, en el que la funcion hepatica del
probando se deriva por medio de medicién del nUmero de los hepatocitos humanos muertos y del nimero de los
hepatocitos humanos vivos.

14.- Procedimiento in-vitro de acuerdo con una de las reivindicaciones 6 6 7, en el que la funcién hepatica del
probando se deriva por medio de medicion de la actividad de dehidrogenasas mitocondriales de los hepatocitos
humanos vitales.
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