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Abstract

ABSTRACT

The objective of this work was to design and develop an extracorporeal liver support
bioreactor dedicated to culture hepatocytes under conditions that support differentiated
cell function. To address the limitations in mass transport of oxygen of currently studied
bioreactors, a new design is proposed to maximize the level of oxygen supply. The
design is based on a textile composite scaffold, consisting of a gas permeable teflon
membrane for oxygen supply and a combination of several poly (ethylene terephtalate)
(PET) woven textiles, which served to achieve structural analogies to the sinusoid, the
structural unit of the liver. Several textile composite scaffolds were assembled to a paral-
lel flow bioreactor system.

To verify the feasibility of this concept, theoretical and experimental methods were
utilized. Since adequate oxygenation is a crucial issue in maintenance of differentiated
hepatocyte function, supply of hepatocytes with oxygen in the proposed scaffold config-
uration was analyzed by a one-dimensional mathematical model based on Michaelis-
Menten kinetics. The results indicated that hepatocyte aggregates in the proposed scaf-
fold configuration can be supplied with at least a minimal oxygen partial pressure of
10 mmHg for differentiated function.

To investigate the influence of the scaffold and flow chamber geometry on blood
plasma flow patterns and mass transfer characteristics, a three-dimensional computa-
tional model was developed and implemented in a numerical fluid dynamics solver.
Comparison of the results from the one-dimensional to the three-dimensional computa-
tional model for oxygen partial pressure in a single cell aggregate indicated the suitabil-
ity of the computational model. Subsequently, the model was scaled up to the size of a
bioreactor and utilized to calculate flow patterns, oxygen partial pressure in the fluid and
shear stresses on cells in a prototype bioreactor. Flow rates of 120 ml/min were calcu-
lated to be sufficient to guarantee a minimal oxygen partial pressure of 25 mmHg in the
fluid. Modeled shear stresses on the cells for this flow rate were found to potentially
exceed the physiological range of 5-15 dyne/cmz. To protect the cells, a fine woven tex-
tile is proposed to serve as a protective interlayer between plasma flow and cell aggre-
gates.

Biological testing of composite scaffold and housing materials revealed that utilized
materials have no toxic effect on hepatocytes. Optimization of the seeding procedure for
the hepatocytes resulted in a homogeneous cell distribution in a prototype bioreactor,
which was constructed for biological tests. In performance tests under flow conditions

realistic for clinical applications, hepatocytes demonstrated high viability after one week
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but lost relevant metabolic function indicated by albumin synthesis in the first 48 hr after
seeding.

The proposed system could be shown by modeling to be a promising approach to
address the restriction of currently existing devices concerning mass transfer and supply

of oxygen.

I



Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der Arbeit war die Entwicklung eines Bioreaktors, der als extrakorporales System
zur Unterstiitzung der Leberfunktion eingesetzt werden kann, indem fiir Hepatozyten
metabolische Randbedingungen geschaffen werden, welche einen differenzierten lebers-
pezifischen Stoffwechsel ermdglichen. Um Problemen entgegenzutreten, die derzeit in
der klinischen Testphase befindliche Lebereaktoren hinsichtlich des Stofftransportes von
Sauerstoff haben, wurde ein neues Konzept erarbeitet, welches eine ausreichende Sauer-
stoffversorgung der Zellen im ganzen Reaktor sicherstellen sollte. Das Konzept basiert
auf einem plattenartigen Verbundzelltriger, der aus einer gaspermeablen Teflonmembran
zur Sauerstoffversorgung sowie textilen Geweben aus poly (ethylene terephtalate) (PET)
besteht. Im Bioreaktor sollen mehrere dieser Zelltriger parallel angeordnet und mit Blut-
plasma iiberflossen werden.

Um dieses Konzept auf seine Eignung zu tiberpriifen, wurden Modelle und experi-
mentelle Methoden eingesetzt. Da zur Erhaltung leberspezifischer Funktionen der Hepa-
tozyten ausreichend Sauerstoff zur Verfiigung stehen muss, wurde die
Sauerstoffversorgung der Zellen auf dem vorgeschlagenen Tragersystem mit Hilfe eines
eindimensionalen Diffusionsmodells mit Michaelis-Menten-Kinetik fiir den Sauerstoff-
verbrauch analysiert. Die Resultate zeigten, dass die Zellen auf dem vorgeschlagenen
Verbundzelltriger grundsitzlich mindestens mit dem minimal notwendigen Sauerstoff-
partialdruck von 10 mmHg versorgt werden konnen. Um den Einfluss der dreidimen-
sionalen Form des Zelltragers und der Reaktor-Flusskammer auf das Blutplasma
Flussprofil und den Stofftransport mit einzubeziehen, wurde ein dreidimensionales Com-
putermodell entwickelt und in eine Fluiddynamik Software implementiert. Der Vergleich
der Ergebnisse fiir den Sauerstoffpartialdruck in einem einzelnen Zellaggregat, berech-
net sowohl mit dem eindimensionalen Diffusionsmodell als auch mit dem dreidimen-
sionalen Computermodell, lieferte ibereinstimmende Ergebnisse. Dies wurde als
Hinweis fiir die grundsétzliche Eignung des Computermodells gedeutet, die vorlieg-
enden Stofftransportmechanismen zu beschreiben. Das Modell wurde daher auf die
Grosse der gesamten Bioreaktorkammer erweitert und eingesetzt, um die Flussprofile,
die Sauerstoffpartialdriicke im fliessenden Blutplasma und die Scherspannungen auf
Zellen im Reaktor zu berechnen. Die Berechnungen ergaben, dass eine Flussrate von
120 ml/min notwendig ist, um einen minimalen Sauerstoffpartialdruck von 25 mmHg im
Blutplasma zu gewihrleisten, welcher zur ausreichenden Versorgung der Zellen notwen-
dig ist. Die berechneten Scherspannungen fiir diese Flussrate konnen mdglicherweise
den physiologische Bereich von 5-15 dyn/cm2 iiberschreiten. Daher wurde eine Ergén-

zung des Zelltrigersystem um ein weiteres textiles Gewebe vorgeschlagen, welches als
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Schutzschicht zwischen den Zellaggregaten und dem Blutplasma angebracht werden
sollte.

Biologische Toxizitétstests der Zelltragermaterialien und der potentiellen Materialien
fiir die Reaktorhiille ergaben keine negativen Effekte auf die Zellen. Die Optimierung
des Besiedelungsprozesses der Zelltrager mit Hepatozyten lieferte eine homogene
Zellverteilung in einem fiir in diese Arbeit gebauten Prototypreaktor. Dieser Prototyp
wurde fiir weitere Tests genutzt, bei denen Hepatozyten unter klinischen Anwendungen
entsprechenden Flussbedingungen noch nach einer Woche eine hohe Vitalitit zeigten.
Leberspezifische Funktionen, die mittels Quantifizierung des synthetisierten Albumins
gemessen werden sollten, konnten jedoch nur in den ersten 24 h nachgewiesen werden.

Das in dieser Arbeit vorgeschlagene System erwies sich in den Untersuchungen mit
den hierfiir konzipierten Modellen als ein viel versprechender Ansatz, um den Proble-
men derzeit in der klinischen Priifung befindlicher Leberreaktoren beziiglich Stofftrans-

port und Sauerstoffversorgung entgegenzutreten.
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