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DESCRIPCION
Crioconservacion de hepatocitos

La presente solicitud se refiere al ambito técnico de la crioconservacion y en concreto a un procedimiento para la
preparacion de células hepaticas para la crioconservacion, a un procedimiento de crioconservacion de células hepa-
ticas aisladas y a un procedimiento para la fabricacion de un cultivo sandwich de células hepaticas crioconservadas
aisladas.

Las células hepaticas aisladas del entramado de tejidos, en especial los hepatocitos, se utilizan sobre todo en forma
de cultivos celulares primarios para comprobar el efecto fisiolégico de los farmacos en desarrollo. Sobre todo los
hepatocitos primarios recién preparados a partir de personas constituyen el “patrén oro” para identificar los principios
activos en desarrollo en una serie de ensayos “in vitro” o para realizar estudios del metabolismo de los principios
activos o de la inducciéon enzimatica. En este contexto es un inconveniente que los hepatocitos humanos recién
aislados no estén disponibles de modo regular y permanente. Existe, pues, demanda de un procedimiento que
permita almacenar los hepatocitos aislados durante un cierto periodo de tiempo. Pero conviene preservar tanto
como se posible la funcion fisiologica de las células, es decir, sobre todo su capacidad metabdlica o enzimatica.

Ya es sabido que los hepatocitos se almacenan crioconservados. Por lo general los hepatocitos se crioconservan en
suspensién. Aparte de los hepatocitos, la suspension contiene un medio de congelacion, que esta destinado a
impedir que las células se deterioren por la congelaciéon y descongelacion. Para su almacenaje, la suspension se
congela normalmente a temperaturas inferiores a -80°C. Para la utilizacion después del almacenaje, la suspension
celular congelada se descongela y se depositan las células sobre placas de cultivo o recipientes de cultivo. Para
realizar el nuevo cultivo de las células descongeladas normalmente se recogen los recipientes de cultivo con un
material de matriz, sobre el que pueden pegarse o fijarse las células. Que esta adhesién tenga éxito es esencial para
el nuevo cultivo y los andlisis posteriores. Por lo general solamente se logra que una pequefia porcion de las células
originales congeladas se conserve en estado viable y pueda recultivarse. El inconveniente de este procedimiento
estriba sobre todo en que no puede preverse si 0 en qué medida las células descongeladas de la suspension se
podran fijar sobre la placa de cultivo. La porcién de las células pegadas de un lote dependera del lote individual. Por
lo general solamente en un reducido nimero de los lotes se conseguira que las células crioconservadas y desconge-
ladas se peguen de modo satisfactorio sobre la placa de cultivo.

Otro procedimiento conocido de crioconservacion consiste en depositar las células recién aisladas en recipientes de
cultivo para después congelar las células depositadas junto con los recipientes de cultivo. También en este caso,
antes de depositar las células se recubren los recipientes de cultivo con una matriz, sobre la que las células podran
fijarse. Como ya es sabido, se emplean con preferencia geles de colageno. En un procedimiento ya conocido se
siembran los hepatocitos sobre placas de cultivo recubiertas con colageno de tipo | y se deja que durante unas 4
horas se adhieran a la matriz de colageno. Después se cultiva el cultivo monocapa resultante (cultivo celular mono-
capa) durante unas 20 horas. A continuacion se eliminan por lavado las células que no se hayan adherido. Pasadas
6 horas se inunda el cultivo con medio de congelacién, se enfria a -70°C y se almacena (Watts y Grant, Human &
Experimental Toxicology 15, 30-37, 1998). Para su utilizaciéon posterior se descongelan los cultivos monocapa y se
recultivan. Pero los cultivos descongelados presentan una porcion elevada de células no adheridas y no viables asi
como escombros celulares. Es cierto que la mayor parte de la matriz esta cubierta de células, pero no se consigue
un conjunto celular confluyente ni coherente.

En otros procedimientos conocidos se congelan los hepatocitos en una configuracion sandwich, es decir, en una
configuracion de doble gel. Para ello en primer lugar se siembra una suspension de hepatocitos sobre placas de
cultivo celular recubiertas con gel de colageno. Pasadas 24 horas de cultivo de las células se vierte una segunda
capa de gel de colageno sobre las células sembradas previamente. A continuaciéon se congela la estructura sand-
wich resultante en el medio de congelacion a -70°C y se almacena (Koebe y col., Cryobiology 27, 576-584, 1990).

Con la inmovilizacién de los hepatocitos en la matriz o entre dos matrices antes de la congelaciéon se estabilizan
mecanicamente las células y, de este modo, se aumenta el indice de supervivencia. Debido a que las células en
estadio recién aislado de gran vitalidad pueden adherirse o fijarse, el grado de fijacién es mucho mayor que la fija-
cién de las células congeladas en suspension y descongeladas después de haberse crioconservado. A pesar de
ello, también en este caso después de la descongelacidon aparecen grandes porciones de células no adheridas o
bien no viables. El estado ideal, que es un cultivo confluyente de hepatocitos viables, no se consigue. Ademas se
pone de manifiesto que las células congeladas en suspension por lo general pierden su capacidad metabdlica a las
pocas horas de haberse descongelado. Por ello son inadecuadas para un gran nimero de ensayos “in vitro”.

Ademas, las células aisladas de érganos humanos son por lo general menos robustas que las células extraidas de
modelos animales. Esto puede atribuirse ante todo al hecho de que las células humanas se extraen de érganos de
donantes por lo general en condiciones que son menos favorables que las existentes en el caso de las células de
animales, que por lo general se crian para este fin y en el momento oportuno se eutanasian (por ejemplo ratas,
ratones o cerdos). Por ello, las células humanas exigen condiciones de cultivo mucho mas suaves. Hasta el presente
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no se conoce ningun proceso de crioconservacion que permita crioconservar con éxito los hepatocitos humanos,
para después poder realizar estudios “in vitro” durante un periodo de tiempo prolongado.

Existe, pues, demanda de un procedimiento mejorado de crioconservacion de hepatocitos, que permita una criocon-
servacion cuidadosa, es decir, que permita realizar una descongelacion suave con un alto indice de supervivencia.
Un procedimiento de crioconservacion mejorado debera ser apropiado sobre todo para crioconservar con éxito los
hepatocitos humanos. Para ello deberia garantizar que las células descongeladas puedan recultivarse en buena
parte, a ser posible en forma de monocapa confluyente (monocapa coherente), sobre la matriz de cultivo. El proce-
dimiento debera ademas se adecuado para poder preparar mejores cultivos sandwich de hepatocitos aislados, que
en buena parte contengan células viables. Debera asegurarse ademas que las células recultivadas, descongeladas
después de la crioconservacion, conserven sus capacidades metabdlicas o enzimaticas durante un periodo de
tiempo lo mas prolongado posible, de modo que puedan utilizarse para un gran nimero de ensayos “in vitro”.

El problema técnico que se aborda con la presente invencion consiste, pues, en aportar un procedimiento mejorado
de crioconservacion de células hepaticas aisladas, en especial de hepatocitos humanos, de modo que las células
hepaticas crioconservadas puedan recultivarse finalmente en forma de cultivo sandwich mejorado.

El problema técnico abordado se resuelve con un procedimiento segun la reivindicacién 1, es decir, un procedimien-
to “in vitro” de preparacion de hepatocitos para la crioconservacién, que consta de los pasos siguientes:

En el paso (a) se prepara una matriz, en especial una matriz de colageno, con preferencia un gel de colageno. La
matriz se deposita previamente con preferencia en un recipiente de cultivo celular, por ejemplo una placa de 6
hoyos. El recipiente de cultivo se recubre con preferencia con el material de matriz.

En el paso (b) se aportan las células hepaticas aisladas, en especial aisladas del tejido.

En el siguiente paso (c) se siembran Ias células hepatlcas aisladas sobre la matriz. La densidad de los hepatocitos
sobre la matriz se sitla entre 2y 4 x 10° células por mm? de la superficie de la matriz. La densidad celular preferida
se S|tua entre 2,6 y 3,2 x 10° mm™. Es decir, en un recipiente de cultivo que tenga una superficie de fondo de 9,6
cm?, por ejemplo la superﬂme del fondo de un hoyo de una placa de 6 hoyos, el nimero de células sembradas se
S|tuara entre 2,5y 3 x 10° por hoyo.

En el siguiente paso (d), que de modo preferente se efectuara de forma inmediata, se dejan las células en reposo
sobre la matriz (fase de reposo, fase de adhesion). Para ello se deja en reposo la matriz revestida de células durante
un periodo de 10 a 180 minutos, con preferencia de 30 a 90 minutos, con preferencia especial de aproximadamente
1 hora, de modo que las células sembradas sobre la matriz puedan adherirse a dicha matriz. El reposo se realiza
con preferencia en la vitrina de cultivo, en especial en condiciones estandar: a una temperatura de 37°C, una porcioén
del 5 % de CO, y una humedad relativa del aire del 95 %. Se puede realizar un control microscopico para verificar si
la adhesion ha tenido éxito.

Después del reposo del paso (d), en el paso (e) se eliminan por lavado de la matriz revestida con células (paso de
lavado) las células que no se hayan pegado a dicha matriz, el lavado se realiza con mucho cuidado. El lavado se
efectla con preferencia inundando con medio de cultivo la matriz revestida de células y después succionando el
liqguido sobrenadante formado por el medio de cultivo y las células no adheridas. Este paso se repite por lo menos
una vez.

En un paso posterior (f) se deja de nuevo en reposo (segunda fase de reposo) la matriz revestida de células y lava-
da. El reposo tiene lugar durante un periodo de 180 minutos como maximo, en especial un periodo de 30 a 180
minutos, con preferencia especial de aprox. 1 hora. El reposo se realiza con preferencia en la vitrina de cultivo, en
especial en condiciones estandar: a una temperatura de 37°C, una porcion del 5 % de CO; y una humedad relativa
del aire del 95 %.

Después de la segunda fase de reposo, en el paso (g) se congela la matriz revestida con células dentro del medio
de congelacion (paso de congelacion). Antes de la congelacion y después de la segunda fase de reposo se lava con
preferencia otra vez la matriz revestida con células, sobre todo para acabar de eliminar las células no adheridas
(paso de lavado). Esta operacion se realiza con preferencia de igual manera que el paso (e).

El procedimiento de la invencién prevé, pues, la siembra de células hepaticas aisladas con una densidad determina-
da sobre una matriz y después de una sucesion determinada de fases de reposo y lavado de las células no adheri-
das se procede a la congelacion en un medio de congelacién. Se congela, pues, una matriz revestida de células, en
especial una matriz de colageno, sobre la que las células se fijan y adoptan con preferencia la forma de una mono-
capa. Con las medidas de la invenciéon se obtiene de modo sorprendente un cultivo de células intactas, que se
puede congelar, es decir, crioconservar especialmente bien. Se ha constatado que los cultivos preparados y crio-
conservados segun la invencién son especialmente viables después de la descongelaciéon y poseen un numero
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elevado de células adheridas sobre la matriz. Las células descongeladas pueden recultivarse con ventaja en una
monocapa confluyente.

El procedimiento de la invencién preserva de modo sorprendente las células en alto grado y por ello es incluso
apropiado para las células menos robustas, como son los hepatocitos aislados de 6rganos humanos. Se pone de
manifiesto sobre todo que las células preparadas y crioconservadas segun la invencién, si se recubren con una
segunda matriz después de la descongelacién, conservan su plena actividad metabdlica o su capacidad metabdlica
durante varios dias, en especial durante mas de 3 dias.

En una forma preferida de ejecucion del procedimiento de la invencion, la congelacion del paso (g) se realiza con un
medio de congelacion, que se afade en una cantidad aproximada de 0,5 ml por mm? de superficie de fondo del
recipiente de cultivo. Con preferencia se inunda con medio de congelacion la matriz revestida con las células. El
medio de congelacion contiene con preferencia un 10 % de suero fetal bovino (FCS) y un 10 % de sulféxido de
dimetilo (DMSO).

En una forma especialmente preferida de ejecucion, en el paso (g) después de la adiciéon del medio de congelacion
se realiza un enfriamiento controlado, es decir, se congela de modo controlado, con preferencia a una temperatura
de -80°C o menos. Se aplica con preferencia una velocidad de enfriamiento de -0,5 a - 20°C por minuto. En una
variante preferida se compensa la transicion de fases; esto se realiza con preferencia mediante un calentamiento de
corta duracion, con velocidades de calentamiento comprendidas entre +1 y +3°C/minuto.

Después de la preparacion y la congelacion segun la invencion de las células hepaticas aisladas sobre una matriz se
almacena dicha matriz revestida con las células en estado congelado, en el contexto de una crioconservacion. La
temperatura de almacenado se sitta con preferencia en -80°C o menos, con preferencia especial en -150°C o me-
nos. De modo conveniente, el almacenaje se realiza en un congelador o en la fase vapor del aire liquido, o bien en
nitrégeno liquido. Obviamente son también adecuados todos los demas procedimientos ya conocidos de almacena-
do de células a temperaturas bajas. Los expertos podran elegir los procedimientos de almacenaje en funcion del
ambito de aplicacion y de la finalidad perseguida.

La presente invencion se refiere, pues, también a un procedimiento de crioconservacion de células hepaticas aisla-
das, que consta de los pasos de (a) a (g) caracterizados previamente, mientras que en paso ulterior (h) se almacena
la matriz junto con las células que la revisten a lo largo de un periodo de tiempo indeterminado, que se elige en
funcién del ambito y de la finalidad de aplicacion.

En otro paso posterior (i) se vuelve a descongelar la matriz revestida con las células, en cada caso en funcién del
ambito y de la finalidad de aplicacion, con preferencia inmediatamente antes del uso o bien en otro momento apro-
piado. Esto se realiza con preferencia mediante la inundacion con un medio de cultivo caliente de la matriz revestida
con las células que se habia congelado. La matriz revestidas con las células y congelada esta depositada con prefe-
rencia en un recipiente de cultivo, por ejemplo una placa de 6 hoyos. El recipiente de cultivo se saca con preferencia
del arcon congelado o del tanque de nitrégeno y, en especial inmediatamente después, se incuba en la vitrina de
cultivo en condiciones estandar (37°C, 5 % de CO, y humedad relativa del aire del 95 %) durante unos 5 minutos. A
continuacién se pipetea con preferencia un medio de descongelacién (medio 1), con preferencia lentamente y por
goteo, sobre la matriz revestida de células. Como referencia se afiaden aprox. 1 ml del medio 1 a una superficie de
aprox. 9,6 cm? (placa de 6 hoyos). La temperatura del medio se situa con preferencia en 37°C. Se repite la operacion
para cada recipiente de cultivo celular. Como referencia se emplean como maximo tres placas de 6 hoyos, de modo
que como maximo se inundan con medio caliente 18 hoyos de la matriz revestida con las células. A continuacion se
inunda de igual manera con preferencia cada recipiente de cultivo celular o bien cada hoyo con la misma cantidad
del medio 1 (1 ml por 9,6 cm2), con preferencia lentamente y por goteo. En una forma preferida de ejecucion, el
medio 1 es un medio de descongelacion que contiene suero, con preferencia un 10 % de suero fetal bovino (FCS).

En otro paso (j) del procedimiento se eliminan por lavado de la matriz revestida con las células sobre todo aquellas
células que no se han adherido o que se han soltado y no son viables, de modo que se obtiene una matriz libre de
células no adheridas. Para ello se succiona del modo mas completo posible en primer lugar el liquido sobrenadante
resultante de la adicién del medio 1 en el paso (i). Este liquido sobrenadante contiene fundamentalmente células
descongeladas, no viables y no adheridas. En una forma especialmente preferida de ejecucion se afiade seguida-
mente otro medio, es decir, el medio 2, a la matriz revestida de células y succionada y esta adicion se realiza con
preferencia por goteo. El medio 2 tiene con preferencia una temperatura aprox. de 37°C. Para la adiciéon del medio 2
se elige con preferencia la operacion de dos pasos descrita para el paso (i); en primer lugar se reparte la primera
mitad del medio entre todos los recipientes de cultivo celular y después se reparte de igual manera la segunda
mitad. Las cantidades de medio 2 afadidas equivalente a las cantidades de medio 1 del paso (i). El medio 2 tiene
con preferencia una composicion diferente de la del medio de descongelacion (medio 1). El medio 2 contiene con
preferencia suero, con preferencia un 10 % de FCS.
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En una forma especialmente preferida de ejecucion, después se incuban en la vitrina de cultivo las matrices revesti-
das de células, inundadas con el medio 2 en condiciones estandar (fase de reposo, incubacién) durante unos 30
minutos.

Para eliminar las células no adheridas y no viables se succiona del modo mas completo posible el liquido sobrena-
dante de la matriz revestida con las células, situada en el recipiente de cultivo celular. De este modo se obtiene la
matriz revestida con las células basicamente libre de células no adheridas y no viables.

En otro paso (k) se inunda la matriz revestida de células, ya descongelada y limpia de células no viables, con una
segunda matriz, con preferencia con una matriz de colageno, con preferencia especial con un gel de colageno o bien
se vierte el gel sobre la matriz de las células. El gel, que con preferencia se ha vertido sobre la matriz, se reticula o
solidifica con preferencia en un periodo de tiempo comprendido entre pocos minutos y 1 hora. En una forma preferi-
da de ejecucioén, la composicidon de la primera matriz, la inferior, y la de la segunda matriz, la superior, depositada
después de la descongelacion, son esencialmente iguales, con preferencia idénticas.

La segunda matriz, la superior, se vierte con preferencia en forma de gel sobre la monocapa de células hepaticas
descongeladas adheridas a la matriz inferior. Segun la invencién, de este modo se obtiene un cultivo sandwich, en
el que las células hepaticas aisladas estan atrapadas u ocluidas entre dos matrices, en especial entre dos geles de
colageno.

En el paso final (I) se recultivan las células ocluidas entre las matrices y, segun el ambito y la finalidad de aplicacion,
se emplean de inmediato o después de un periodo de cultivo elegido en funcion de la finalidad, segun lo previsto, es
decir, con preferencia para ensayos “in vitro”.

Las células hepaticas aisladas, preparadas y crioconservadas segun la invencion, descongeladas y recultivadas,
poseen un grado de viabilidad especialmente elevado. Despliegan su capacidad metabdlica en especial durante
mucho tiempo después de la descongelacion. De modo ventajoso, con el procedimiento de la invencién pueden
crioconservarse sobre todo los hepatocitos aislados de 6rganos humanos, que son menos robustos, y pueden des-
congelarse con éxito, de modo que pueden utilizarse seguidamente para los ensayos “in vitro” correspondientes a lo
largo de un largo periodo de tiempo. De modo sorprendente se obtiene un cultivo celular, en el que las células
pueden recultivarse fundamentalmente como monocapa confluyente y en el que la fraccidon de células no viables o
no adheridas es muy pequefia.

La invencion es refiere también a un procedimiento de preparacion de un cultivo sandwich de células hepaticas
aisladas y crioconservadas, en el que se realizan por lo menos los pasos de (a) a (I) del procedimiento de la inven-
cién y se obtiene un cultivo sandwich de células aprisionadas u ocluidas entre una matriz superior y una matriz
superior.

Es también objeto de la presente solicitud finalmente un procedimiento de preparacion de un cultivo sandwich de
células hepaticas aisladas, en el que en primer lugar se aporta el tejido hepatico de un organismo animal o humano
y después se aislan las células hepaticas del tejido y por lo menos se realizan los pasos de (a) a (I) del procedimien-
to de la invencion. Los expertos, en funciéon del ambito de aplicacion y de la finalidad, podran elegir procedimientos
ya conocidos de aislamiento de las células hepaticas de los tejidos.

Ejemplos de ejecucion

La invencion se ilustra con mayor detalle en los siguientes ejemplos y figuras. Los ejemplos no deberan tomarse
como restrictivos, ya que con ellos se pretende meramente ilustrar mejor el pensamiento que subyace a la presente
invencién y poner de manifiesto con ejemplos concretos las ventajas de la invencion.

Las figuras representan:

la figura 1: son tomas microscopicas de hepatocitos cultivados (escala aprox. 1x150); la figura 1A: hepatocitos
humanos recién aislados; figura 1B: hepatocitos humanos crioconservados;

la figura 2: nimero de hepatocitos viables en funcién de la duracién del cultivo;

la figura 3: formacion del 63-OHT y 16a-OHT después de la induccién enzimatica con rifampicina.
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Ejemplo 1

Preparacion de hepatocitos humanos para la crioconservacion
1.1 Aislamiento de hepatocitos humanos

Los hepatocitos de donantes humanos se aislan de manera de por si conocida de partes de tejidos extraidos quirur-
gicamente, que se extraen con el consentimiento del donante. Para ello se someten los tejidos a perfusion, con lo
cual se sueltan los hepatocitos del entramado de tejidos y se pueden obtener del liquido de la perfusién. La capaci-
dad de supervivencia de los hepatocitos recogidos se determina con el ensayo del azul tripano. Para los demas
ensayos se emplean solamente preparaciones celulares que presentan mas del 70 % de exclusion de azul tripano.

1.2 Preparacion de la matriz

En los ensayos siguientes se emplean recipientes de cultivo celular en forma de placas multihoyo, placas de 6 hoyos
(tipo 657 160, de la empresa Greiner Bio-One). Se recubren las placas con gel de colageno nativo, que se aisla con
preferencia de colas de ratas. Como alternativa se emplean placas multihoyo, placas de 6 hoyos, recubiertas pre-
viamente con colageno de tipo 1 (tipo 657 950 CELLCOAT, de la empresa Greiner Bio-One). Las placas de 6 hoyos
tienen una superficie de fondo de 9,6 cm? por hoyo.

1.3 Siembra de las células

Se siembran los hepatocitos aislados en las placas multihoyo. Para ello se prepara una suspension de los hepatoci-
tos aislados, que contiene de 2,5 a 3 millones de hepatocitos viables por 2 ml de suspension. Con la pipeta se intro-
ducen 2 ml de esta suspension celular en cada uno de los 6 hoyos de la placa. La densidad celular se sitta, pues,
entre 2600 y 3200 hepatocitos viables por 1 mm? de la superficie del recipiente de cultivo celular.

Después de la siembra se dejan las placas en reposo durante 1 hora. Para ello se introducen las placas en una
vitrina de cultivo, en la que reinan condiciones estandar (37°C, 5 % de CO, y humedad relativa del aire del 95 %). La
fase de reposo permite a las células de la suspension adherirse al gel del colageno. El éxito de la adhesiéon puede
evaluarse mediante un control microscépico. Después de la fase de reposo/adhesion se succiona el liquido sobre-
nadante de la suspensioén celular, que presenta fundamentalmente células no adheridas.

1.4 Congelacion de la matriz revestida de células

Una vez succionado el liquido sobrenadante se afiade aprox. 1 ml del medio 1 a 37°C a cada hoyo. A continuacion
se dejan de nuevo las células en reposo durante una hora mas en la vitrina de incubacién en condiciones estandar.
Después se succiona completamente el liquido sobrenadante, que contiene fundamentalmente células no adheridas.
El medio 1 se deriva de un medio de cultivo celular estandar para hepatocitos y contiene un 10 % de suero fetal
bovino (FCS). Antes de la congelacion se afiaden a cada hoyo 0,5 ml del medio de congelacién. La adicion del
medio de congelacion se realiza con rapidez. Una vez finalizada la adicion del medio de congelacion se introducen
las placas inmediatamente en la maquina congeladora enfriada previamente a 0°C y se inicia el programa de conge-
lacion.

El medio de congelacion se basa fundamentalmente en el medio 1 y contiene un 10 % de suero fetal bovino (FCS) y
un 10 % de sulféxido de dimetilo (DMSO).

El programa de congelacion prevé una compensacion de la transicion de fases y con él se alcanza la temperatura
deseada de -100°C.

A continuacién se almacenan las placas de cultivo celular a -151°C en un arcén congelador o en la fase gaseosa de
un tanque de nitrégeno.

Ejemplos 2
Descongelacion de los hepatocitos criconservados

Se descongelan los cultivos de hepatocitos congelados con arreglo al ejemplo 1 y almacenados a -151°C para su
posterior uso en ensayos “in vitro” después de un periodo de almacenado de hasta 4 semanas y se recultivan.

Para descongelar los cultivos de hepatocitos crioconservados, inmediatamente después de sacarlos del congelador
o del tanque de nitr6geno, se introducen primeramente las placas de 6 hoyos en una vitrina de cultivo durante 5
minutos, que trabaja en condiciones estandar (ver ejemplo 1). A continuaciéon se afiaden lentamente y por goteo a
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cada hoyo 1 ml del medio 1 precalentado a 37°C (ver ejemplo 1). Esta operacion se repite como maximo para tres
placas de 6 hoyos que se descongelan al mismo tiempo, es decir, como maximo para 18 hoyos.

A continuacioén se repite la operacion, anadiendo de nuevo lentamente a cada hoyo 1 ml del medio 1. Después se
succiona el liquido sobrenadante con una pipeta Pasteur. El liquido sobrenadante contiene fundamentalmente
células descongeladas no viables y no adheridas.

Para el posterior lavado se afiaden de igual manera dos veces 1 ml del medio 2 calentado a 37°C a cada hoyo. Para
ello se afade el medio 2, del modo descrito previamente para el medio 1, en dos operaciones de 1 ml cada una a
cada hoyo. Después se incuban las placas en la vitrina de cultivo en condiciones estandar durante 30 minutos.
Después de la incubacion se succiona el liquido sobrenadante completo con una pipeta Pasteur, dicho liquido con-
tiene células no viables y no adheridas.

Se recubre la monocapa resultante de hepatocitos adheridos con otra capa de gel de colageno, para formar una
configuracién sandwich. Después de la adicién por colada, el gel de colageno reticula o solidifica al cabo de unos 30
minutos. Tiene una composicion que esencialmente equivale a la composicion del gel de colageno inferior, que se
deposita previamente en el recipiente de cultivo.

El medio 2 es un medio estandar para el cultivo de larga duracion de hepatocitos y contiene un 10 % de suero fetal
bovino (FCS).

El recultivo posterior del cultivo sandwich formado se realiza en medio 2, que se va sustituyendo cada 24 horas por
medio fresco.

Ejemplo 3

Determinacion del numero de células viables

Se determina el nimero de células viables en los cultivos de hepatocitos recién aislados y en cultivos de hepatocitos
crioconservados segun la invencion mediante el recuento de las células morfolégicamente intactas. Para ello se
contaron en las fotografias de superficies de comparacion de una extension de 0,259 mmZ?. A partir del niumero de
células intactas encontradas en la superficie de comparacion se puede determinar el numero de células intactas de
todo el recipiente de cultivo celular (para las placas empleadas de 6 hoyos, de una superficie de 9,6 cm? por hoyo,
se obtiene un factor de correccion de 3700).

Antes de la congelacién y en diversos momentos después de la descongelacién posterior a la crioconservacion se
documenta fotograficamente la morfologia de los hepatocitos recultivados y se compara con los cultivos de hepatoci-
tos recién aislados y cultivados.

Resultados

En la figura 1 se representa la morfologia de hepatocitos humanos recién aislados y sembrados sobre una capa de
gel de coldgeno (figura 1A) asi como la morfologia de hepatocitos humanos aislados, criconservados, descongela-
dos y recultivados durante siete dias (figura 1B). Las células crioconservadas y recultivadas apenas pueden diferen-
ciarse morfolégicamente de las células recién aisladas. La porcion de células vivas en el cultivo es ligeramente
menor que la porcién de células vivas en cultivos de hepatocitos recién aislados.

En la figura 2 se representa el nimero de hepatocitos humanos viables en funcién de la duracion del recultivo des-
pués de la descongelacién de los hepatocitos. La curva de comparacién indica el nimero de hepatocitos humanos
vivos después del cultivo de células recién aisladas durante el mismo periodo de tiempo. Inicialmente se sembraron
3 millones de células para la crioconservacion y 1,5 millones de células para la preparacioén reciente.

Se pone de manifiesto que los hepatocitos humanos descongelados y recultivados crecen de modo confluyente y
que el numero de células adheridas vivas no se diferencia sustancialmente del nimero de células vivas en el caso

de cultivos recientes similares. Es digno de mencién que después de un periodo de cultivo mas prolongado, el
numero de células vivas permanece casi constante en el caso de los preparados crioconservados y descongelados.

Ejemplo 4
Actividad enzimatica de los hepatocitos crioconservados

Un buen indice de la capacidad metabdlica o enzimatica de los hepatocitos es la capacidad de induccion de la
hidroxilacién enzimatica de la testosterona. En los hepatocitos intactos existe una conversion basica (basal level) de



10

15

20

25

30

35

40

ES 2369414 T3

esta reaccion, en la que se forma la hidroxitestosterona (OHT). El grado de formacion puede incrementarse en las
células intactas por induccion enzimatica. La deteccién de la formacién de la OHT en hepatocitos cultivados permite,
pues, sacar conclusiones acerca de la capacidad enzimatica y de la funcién fisiolégica de los hepatocitos cultivados.

El analisis y la cuantificacion de la hidroxilacion regio- o estereoselectiva de la testosterona se realiza de modo de
por si conocido, por ejemplo por el método publicado por Friedrich y col., J. Chromatogr. B. 784, 49-61, 2003.

Para estos analisis se descongelan hepatocitos humanos crioconservados segun la invencion, se recultivan durante
dos tias y después se incuban durante 24 horas mas en rifampicina. La rifampicina induce la hidroxilacion de la
testosterona en las posiciones 683, 16a y 2B. La hidroxilacbn de la testosterona en la posicion & no se estimula con

la rifampicina. La medicion de la testosterona hidroxilada en posicion @ sirve, pues, como medicidn comparativa de

la induccién enzimatica causada por la rifampicina.

Como control se incuban en rifampicina cultivos recién aislados también durante 24 horas, después de haberse
cultivado durante dos dias. Las condiciones del cultivo se eligen similares a las del procedimiento de la invencion.

Aparte de la inducibilidad enzimatica se determina la conversién basica de la testosterona en las células crioconser-
vadas y recultivadas asi como en células recién preparadas y cultivadas.

Resultados
Los hepatocitos criconservados segun la invencion y recultivados y los hepatocitos recién preparados y cultivados

presentan una inducibilidad enzimatica similar. Los valores promedio de la induccién de la hidroxilacion de la testos-
terona se recogen en la tabla siguiente.

hepatocitos crioconservados y recultiva- | hepatocitos recién aislados (ejem-
dos (de la invencion) plo comparativo)
hidroxilacién en posicion 63 2,8 veces 2,3 veces
hidroxilacién en posicion 16a 2,4 veces 1,6 veces
hidroxilacion en posicion 23 2,3 veces 2,4 veces

Como era de esperar, la rifampicina no consigue inducir la formacién de la 6a-hidroxitestosterona (6a-OHT) ni en los
hepatocitos crioconservados y recultivados ni en los hepatocitos recién cultivados.

En la figura 3 se representa la concentracion absoluta de la hidroxitestosterona formada (se representa a titulo
ilustrativo para la 6B-OHT y para la 16a-OHT) antes y después de la induccion de la hidroxilacion de la testosterona
con rifampicina. En la parte izquierda de la figura se recogen los resultados de los hepatocitos recién cultivados, en
la parte derecha los resultados de los hepatocitos criconservados y recultivados de la invencién. En la figura 3A se
representa la formacion de la 68-OHT, en la figura 3B se representa la formacién de la @6 -OHT. Las graficas de
cajas y lineas (box-and-whisker) representan los cuartiles (cuartas partes del valor). El nivel de significancia tiene un
valor p < 0,05 (t-test).

Por experiencia con hepatocitos crioconservados en suspension se sabe que la crioconservacién reduce en gran
manera el grado de conversién basico de la hidroxilacion de la testosterona, si se comparan con los hepatocitos
recién preparados. Como era de esperar, también en el caso de los hepatocitos crioconservados en monocapa se
reduce la actividad basica de los hepatocitos recultivados frente a los hepatocitos recién cultivados. Pero al cabo de
24 y 72 horas después de la descongelacion todavia podian detectarse bien.

Se pone de manifiesto en particular que los hepatocitos crioconservados al cabo de 72 horas después de la descon-
gelaciéon y después de una incubacion previa de 24 horas con rifampicina presentan una clara inducibilidad de la
hidroxilacién de la testosterona.

La actividad basica conservada por lo menos durante tres dias junto con la inducibilidad no reducida son datos
importantes que indican que los hepatocitos humanos crioconservados de la invencion pueden utilizarse con éxito
para un gran numero de ensayos “in vitro”.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento “in vitro” de preparacion de hepatocitos para la crioconservacion, que consta de los pasos siguien-
tes:

(a) aportar una matriz,

(b) aportar los hepatocitos aislados,

(c) sembrar los hepatocitos sobre la matriz con una densidad comprendida entre 2 y 4 x10° mm?,

(d) dejar en reposo la matriz revestida con las células durante un tiempo de 10 a 180 min, de modo que las células
puedan adherirse a dicha matriz,

(e) eliminar por lavado las células que no se han adherido a la matriz revestida con las células,

(f) dejar en reposo la matriz revestida de células durante un tiempo como maximo de 180 min y

(g) congelar la matriz revestida de células en un medio de congelacion.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la matriz es una matriz de colageno.

3. Procedimiento segun una de las reivindicaciones anteriores, en el que en el paso (d) el reposo dura de 30 a 90
min.

4. Procedimiento segun una de las reivindicaciones anteriores, en el que en el paso (e) se recubre o inunda con
medio de cultivo y después se succiona el liquido sobrenadante de la matriz revestida de células.

5. Procedimiento segun una de las reivindicaciones anteriores, en el que en el paso (f) el reposo dura de 30 a 180
min.

6. Procedimiento segun una de las reivindicaciones anteriores, en el que en el paso (g) se afiade el medio de conge-
lacion en una cantidad de 0,5 pl mm™2.

7. Procedimiento segun la reivindicacién 6, en el que el medio de congelacion contiene un 10% de suero fetal bovino
(FCS) y un 10% de DMSO.

8. Procedimiento segun una de las reivindicaciones anteriores, en el que en el paso (g) la congelacion tiene lugar
después de inundar o recubrir la matriz revestida de células con el medio de congelacién y enfriar de modo controla-
do hasta -80°C o menos, con una velocidad de enfriamiento de 0,5 a 20°C min™', eventualmente con compensacion
de la transicion de fases.

9. Procedimiento para el almacenado y recultivo de células hepaticas aisladas, que consta de estos pasos:

de (a) a (g) del procedimiento segun una de las reivindicaciones de 1 a 8,

(h) almacenar la matriz revestida de células congelada,

(i) descongelar la matriz revestida de células congelada,

(j) eliminar por lavado las células no adheridas a la matriz revestida de células,
(k) recubrir la matriz revestida de células descongelada con una segunda matriz y
(1) recultivas las células aprisionadas u ocluidas entre las dos matrices.

10. Procedimiento segun la reivindicacion 9, en el que en el paso (h) se realiza el almacenado a -150°C.

11. Procedimiento segun la reivindicacién 9 6 10, en el que en el paso (i) se recubre o inunda la matriz revestida de
células con un medio de cultivo caliente.

12. Procedimiento seguin una de las reivindicaciones de 9 a 11, en el que en el paso (j) se recubre la matriz revestida
de células con el medio de cultivo y después se succiona el liquido sobrenadante situado sobre la matriz revestida
de células.

13. Procedimiento para la preparacion de un cultivo sandwich de hepatocitos aislados, que consta de los pasos de
(a) a (I) del procedimiento segun una de las reivindicaciones de 9 a 12.
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Fig 1A
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