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INTRODUCERE

Tratamentul definitiv pentru insuficienta cardiaca in stadiul terminal este
transplantul cardiac. Pacientii cu aceasta afectiune au o calitate scazuta a vietii
si necesita internari si interventii repetate. Exista limite fundamentale ale
transplantului de inima pentru care oamenii de stiintd cauta in mod constant
solutii. In primul rand, deficitul cronic de donatori de organe este o piedica
semnificativa. In fiecare an, numarul pacientilor asteptand un transplant de inima
creste mai rapid decat numarul de donatori eligibili. Aceasta circumstanta
regretabila a fost observatd in Statele Unite si in Europa. in al doilea rand,
necesitatea imunosupresiei pe termen lung dupa transplant si mentinerea unui
echilibru intre respingere si infectie afecteaza semnificativ rata de supravietuire
pe termen lung.

Pentru a aborda aceste obstacole, cercetatorii din domeniul bioingineriei
cardiovasculare au initiat dezvoltarea de solutii inovatoare. Unii se concentreaza
pe extinderea disponibilitatii organelor, in timp ce altii isi propun sa reduca
reactia imunologica fatd de inimile donatorului. Aceste idei complementare au
inspirat dezvoltarea de substituenti biologici capabili sa restaureze, sa
imbunatateasca sau sa pastreze functia tesutului. Scopul este de a crea o
structura suport capabila sa imite caracteristicile unui miocard nativ si sa
promoveze supravietuirea tesutului si dezvoltarea celulelor cardiovasculare.

Crearea unei inimi bioartificiale functionale este un proces extrem de
complex si reprezinta o zona de cercetare medicala de ultima generatie cu
potentialul de a revolutiona tratamentul bolilor de inima. Primul pas implica
decelularizarea organului pentru a genera o matrice extracelulara (ECM)
tridimensionala. In prezent, ingineria tesuturilor ofera o varietate de strategii de
decelularizare bazate pe procese fizice, biologice si chimice. Recelularizarea
reprezintd tehnica de repopulare a scheletului acelular cu celule specifice
organului pentru a recrea functia acestuia. Aceasta este a doua faza in
dezvoltarea unei inimi bioartificiale. Tehnologia celulelor stem a castigat tot mai
multa atentie datorita capacitatii celulelor multipotente de auto-regenerare si
productie de cardiomiocite (CMs).

OBIECTIVELE CERCETARII

Obiectivele propuse in prezentul studiu de cercetare sunt urmatoarele:

1. Analiza critica a datelor din literatura de specialitate, cu accent pe tehnici
actuale si provocari in decelularizarea cardiaca.

2. Dezvoltarea, proiectarea si implementarea unui dispozitiv experimental
pentru decelularizarea inimii de sobolan:

- Dispozitiv maodificat controlat prin presiune, bazat pe principiul Langendorff;

- Dispozitiv experimental Langendorff modificat in prezenta unui camp
electric rectangular alternativ care permite decelularizarea mai rapida a
inimilor de sobolan, reducand timpul de expunere a tesutului la detergent,
care s-a dovedit a fi agresiv fatd de matricea extracelulara;



3. Dezvoltarea unei aplicatii software bazate pe un model de retea neuronala
convolutionald cu invatare profunda (DCNN), antrenatad sa distinga intre
diferite stadii de decelularizare, stabilind momentul precis al finalizarii
procesului.

4. Evaluarea modelului experimental de decelularizare utilizand urmatoarele
metode:

- Testarea dispozitivului experimental si procesarea matematica a datelor
obtinute prin determinari fizico-chimice;

- Descrierea decelularizarii complete utilizand analiza histologica si de
microscopie electronica;

5. Dezvoltarea setarilor experimentale pentru generarea unei inimi de sobolan
bioartificiale:

- Evaluarea in vitro a caracteristicilor morfologice si imunofenotipice ale
celulelor stem mezenchimale umane (hMSC), ca posibile celule pentru
procedura de recelularizare;

- Diferentierea ex vivo a hMSC in cardiomiocite (CMs) utilizand 5-azacitidina
pentru recelularizarea inimii de sobolan;

- Evaluarea macroscopica si microscopica in vitro a inimii de sobolan
recelularizate;

PARTEA GENERALA

Ingineria unei inimi reprezinta o calatorie incredibila cu obiectivul dificil
de a furniza un substitut de organ biocompatibil pentru pacientii cu insuficienta
cardiaca in stadiul terminal. Provocarea a inceput in 2008, cand Ott si colab. au
fost pionierii primei incercari de a dezvolta o inima bioartificiala.

Primul pas in proces implica decelularizarea unui organ animal sau
uman, rezultdnd Tn crearea unei matrici extracelulare (ECM) tridimensionale
(3D) obtinute in mod natural. Diverse tehnici fizice, biologice si chimice au fost
utilizate pentru decelularizarea tesuturilor, cu grade variabile de succes.
Detergentii ionici, cum ar fi dodecilsulfatul de sodiu (SDS), sunt cei mai eficienti
in indepartarea materialului celular, fiind un component esential al majoritatii
protocoalelor de decelularizare. Cu toate acestea, decelularizarea poate cauza
deteriorarea ECM prin inlaturarea componentelor critice pentru adeziunea,
cresterea si migrarea celulard. Deoarece degradarea ECM este un proces
chimic, reducerea timpului de decelularizare va lasa matricea acelulara cu un
procent mai mare de molecule intacte necesare pentru recelularizare.

Al doilea pas in dezvoltarea unei inimi bioartificiale este recelularizarea,
adica repopularea unui schelet acelular cu celule specifice organului pentru a
recrea functia acestuia. Tehnologia cu celule stem a castigat o atentie tot mai
mare datoritd celulelor multipotente capabile sa genereze cardiomiocite. Mai
multe studii au dovedit ca celulele stem embrionare, celulele stem
mezenchimale umane (hMSCs) si celulele stem pluripotente induse (iPSCs)
induc cardiomiogeneza. in special, MSCs sunt celule stem multipotente gasite



in tesuturile adulte, cu capacitati excelente de diferentiere, fiind utilizate n
tratamentul bolilor cardiace.

Cu toate acestea, recelularizarea eficienta a matricilor extracelulare
decelularizate nu a fost inca realizata. Strategiile actuale de recelularizare
pentru scheletul cardiac sunt limitate de supravietuirea celulara slaba pe termen
lung, distributia inomogena a celulelor si alegerea corectd a celulelor pentru
generarea functiei inimii.

PARTEA SPECIALA — CONTRIBUTII PERSONALE
1. MATERIALE SI METODE

1.1. Animale

Studiul a fost realizat in conformitate cu recomandarile ARRIVE si a fost
aprobat de catre Comisia de Etica a Universitatii de Medicina si Farmacie "Victor
Babes" din Timisoara (Nr. 10/16.02.2021). Experimentele au respectat cerintele
reglementare pentru studiul animalelor de laborator si au fost efectuate intr-o
unitate acreditata.

1.2. Decelularizarea intregii inimi prin perfuzie coronariana utilizand un

dispozitiv experimental Langendorff modificat

Acest studiu a folosit douazeci de sobolani adulti de sex masculin, rasa
Sprague-Dawley, cu o greutate cuprinsa intre 250-350 g (12-16 saptamani)
pentru generarea inimilor decelularizate. Dupa explantare, inimile (n=20) au fost
decelularizate folosind un dispozitiv experimental Langendorff modificat.
Dispozitivul experimental respecta principiul descris de Langendorff. Solutia de
decelularizare este aspirata din camera de decelularizare de catre pompa
peristaltica si reintrodusa in inima prin intermediul canulei. Presiunea de perfuzie
a inimii este presiunea pe ramura de descarcare a pompei peristaltice si este
monitorizata de transductorul de presiune. Functionarea pompei peristaltice este
controlata de sistemul de automatizare. lesirea acestui sistem ajunge la un
amplificator de putere si, prin intermediul unui releu cu stare solida, controleaza
functionarea pompei peristaltice. Zece inimi au fost decelularizate in absenta
campului electric (protocolul 1 - grupul de control), iar celelalte zece in prezenta
unui camp electric rectangular alternativ (protocolul 2 - grupul cu camp electric).
Inimile au fost perfuzate cu SDS 1% in apa deionizata timp de 16 ore, la
aproximativ 80 mmHg. O pompa peristaltica a fost folosita pentru perfuzia inimii,
recirculand solutia de decelularizare pe toata durata experimentului. Inima a fost
complet acoperita cu solutie Tn interiorul recipientului de sticla, constituind celula
electrochimica. Doi electrozi din otel inoxidabil de tip placa (suprafata fiecarui
electrod fiind aproximativ 14 cm?) au fost plasati pe recipient pentru a genera
campul electric necesar decelularizarii. Cei doi electrozi au fost accesibili din
exteriorul celulei electrochimice. Pentru generarea campului electric alternativ,
a fost utilizat un generator de functii, programat pentru a produce un semnal



electric rectangular, cu o frecventa constanta (20 kHz) si amplitudine (100 mA),
corespunzatoare unei densitati de curent de 7.14 mA/cm?2,

1.3. Masurarea spectrofotometrica a concentratiei de ADN si proteine
totale din solutia de decelularizare

Studiul de fata propune o metoda de analiza cinetica a eliberarii de ADN
si proteine din inima in timpul decelularizarii, pentru a compara rezultatele celor
doua protocoale (protocolul 1 - grupul de control si protocolul 2 - grupul cu camp
electric). Ipoteza de lucru afirma ca atunci cand concentratia de ADN si proteine
devine constanta, nu mai sunt eliberate molecule in solutia de decelularizare, iar
procesul poate fi considerat finalizat.

In timpul procedurilor experimentale de decelularizare, s-au prelevat
mostre din solutia de decelularizare la intervale de timp presetate conform
protocolului pentru masurarea spectrofotometrica a concentratiei de ADN si
proteine totale, folosind spectrofotometrul NanoDrop ND-1000. Mostrele (10 ul
fiecare) au fost colectate folosind o micropipeta automata direct din rezervorul
de decelularizare la fiecare 30 de minute. S-a presupus o crestere aproape
liniara a ADN-ului si proteinelor, urmata de un platou pe masura ce celulele sunt
indepartate treptat, finalizand procesul. Cele doua protocoale de decelularizare
au putut fi comparate in functie de timpul necesar pentru decelularizarea
completd. Prin urmare, este dorita accelerarea procesului de decelularizare
pentru a reduce timpul de expunere a inimii la SDS, cunoscand actiunea
potential ddunatoare asupra ECM. Toate inimile au fost cantarite Tnhainte de
procesul de decelularizare, fara diferente semnificative intre cele doua grupuri.
Greutatea medie a inimilor de sobolan dupa disectie a fost de 1.28 + 0.12 grame.

1.4. Sistemul de monitorizare al procesului de decelularizare

Fiecare sesiune de decelularizare a trebuit supervizata datorita colectarii
mostrelor la intervale de timp prestabilite pentru analiza spectrofotometrica. Ca
raspuns, am incercat sa utilizam inteligenta artificiald pentru software-ul de
invatare a recunoasterii imaginilor pentru a stabili momentul exact in care inima
sobolanului este decelularizatd. A fost dezvoltat un sistem de monitorizare
pentru a demonstra o corelatie puternica intre datele colectate prin prelevarea
periodica a solutiei de decelularizare si starea inimii, care poate fi vizualizata cu
ajutorul unui spectrometru bazat pe OpenCV. Sistemul de monitorizare cuprinde
urmatoarele elemente: modul Desktop, modul Arduino, motor pas cu pas,
camera web, baza de date si foldere de sesiuni.

Imaginile sunt salvate in acelasi folder iar in baza de date avem
asocierea cu metricile corespunzatoare pentru fiecare imagine. Serviciul de
spectrometru a procesat fiecare imagine, obtindnd o metrica a spectrometrului
prin extragerea pixelilor inimii. Valoarea medie a fost calculata pentru fiecare
ciclu datorita numarului mare de imagini colectate. Aceste metrici au fost stocate
in baza de date impreuna cu datele legate de sesiune. S-a stabilit ca atunci cand
aspectul vizual al inimii inceteaza sa se schimbe, metrica atinge un platou, ceea
ce inseamna ca inima este decelularizata si procesul este complet. Timpul de



decelularizare obtinut a fost, de asemenea, normalizat la greutatea unitara a
fiecarei inimi implicate Tn experiment.

Serviciul de clasificare a fost construit cu un model DCNN antrenat
pentru a clasifica gradul de finalizare al imaginilor colectate in timpul procesului
de decelularizare. O sesiune de decelularizare contine pana la 50,000 de imagini
colectate cu rezolutie de 1,280x720 pixeli. Cu toate acestea, zona inimii a fost
decupata, eliminand pixelii inutili si redimensionand imaginea la rezolutia de
200x200 pixeli pentru a reduce resursele necesare pentru antrenarea unui
model pe un astfel de set de date.

Dupa proiectarea metricii spectrometrului si detectarea platoului sau, am
impartit setul de date al imaginilor in 11 colectii (segmente egale ale partilor
sesiunii). Ultima colectie continea imagini de la sfarsitul sesiunii, unde metrica
spectrometrului a atins platoul.

Modelul DCNN a fost antrenat pe 72,417 de imagini utilizand
augmentarea imaginii pentru a ajuta la generalizarea antrenamentului cu acest
set de date. Validarea a fost realizata pe 9,061 de imagini care nu au fost folosite
in timpul antrenamentului. Testarea a fost efectuata utilizadnd 9,060 de imagini
pe care modelul nu le-a intalnit niciodata in timpul antrenamentului si validarii.
Acest proces a rezultat intr-un model cu o acuratete de 95%.

Metrica de clasificare a fost calculata facand media tuturor rezultatelor
clasificarii de la fiecare pas al unui cerc complet al unei ferestre rulante mobile.
Teoria noastra a fost ca fiecare metrica ar trebui sa inceapa la 0% si sa se
termine la 100% in cazul decelularizarii complete. Aceasta metrica a afisat o
bara de progres in vizualizarea sesiunii de nregistrare pentru a ne permite
aflarea momentului finalizarii procesului de decelularizare.

1.5. Caracterizarea matricei extracelulare

In acest studiu, decelularizarea a fost considerata completa atunci cand
nu a mai existat nicio urma de tesut miocardic ramas. De obicei, scheletele de
inima decelularizate sunt evaluate utilizand o combinatie de tehnici
macroscopice si microscopice. Inimile decelularizate au fost fixate in solutie
tamponatéd de formaldehida 4%, incluse in parafinad si sectionate. Au fost
analizate trei regiuni: apical, mediu si bazal. Dupa rehidratare, sectiunile au fost
colorate mai intai cu hematoxilina si eosina (H&E). Pentru a valida eficacitatea
protocolului de decelularizare si integritatea scheletului rezidual, au fost utilizate,
de asemenea, tehnici de colorare cu tricrom Masson, impregnare argentica si
orceinad pentru vizualizarea tesutului conjunctiv. Microscopia electronica de
scanare (SEM) a fost utilizatd pentru caracterizarea modificarilor morfologice
dupa decelularizare.

1.6.  Cultura celulara a celulelor stem mezenchimale umane (hMSCs)
Celulele stem mezenchimale umane (hMSCs) au fost achizitionate de la
Lonza (Basel, Elvetia) si au fost cultivate la o densitate celulara de 10,000 de
celule/cm?. Celulele au fost crescute in mediul de cultura a-MEM continand 10%
ser fetal de vitel (FCS) si solutie de penicilina/streptomicina (Pen/Strep 10,000



10

Ul/ml). MSC-urile umane au proliferat ca celule aderente in flacoane de cultura
T75 pana la o confluenta celulara de 80-90%, moment in care celulele au fost
detasate de suprafatd folosind o solutie de tripsina/EDTA. Dupa numarare,
celulele au fost plasate la aceeasi densitate celulara in flacoane de cultura
adecvate pentru extinderea ulterioara sau alte investigatii. Pentru analiza
morfologica a hMSCs, s-au utilizat doua tehnici de vizualizare cu rezolutie inalta:
microscopie electronica de scanare (SEM) si microscopie electronica de
transmisie (TEM). Prin utilizarea imunocitochimiei (ICC), hMSCs cultivate au fost
colorate pentru markeri caracteristici de suprafata si intracelulari, dezvaluind
expresia moleculelor implicate in functiile celulare. De asemenea, s-a efectuat
citometrie de flux pentru a valida prezenta markerilor caracteristici ai hMSCs.

1.7. Recelularizarea matricei decelularizate folosind hMSCs

Scheletele extracelulare cardiace (n=8), obtinute prin decelularizare din
grupul de control (n=4) si din grupul de camp electric (n=4), au fost utilizate
pentru bioingineria inimii de sobolan. Initial, inimile decelularizate au fost
perfuzate cu solutie salina tampon (PBS) timp de 72 de ore.

Diferentierea hMSCs in cardiomiocite (CMs) a fost realizatd ex vivo
utilizédnd 5-azacitidina (5-aza), observandu-i influenta asupra cardiomiogenezei.

Protocolul a livrat hMSCs (~5-7x10° celule) direct cu 10 yM de 5-
azacitidina suspendata in mediu de diferentiere. Aproximativ jumatate din
aceste celule au fost livrate prin infuzie timp de 24 de ore prin aorta patenta
pentru insdmantarea celulara. Cealalta jumatate a fost livrata prin 4 injectii de
cate 200 pl fiecare in grosimea peretelui ventricular al inimii decelularizate.
Ulterior, mediul a fost schimbat la fiecare 24 de ore cu mediu de cultura standard
pentru MSCs. Inimile (n=8) au fost mentinute timp de trei saptamani intr-un
incubator de cultura tisulara cu 5% CO: si carbogen umidificat (6% CO2 si 95%
O2) adaugat in rezervorul de mediu. La sfarsitul experimentelor, am descris
matricea extracelulard cardiacd recelularizatda utilizdnd colorarea cu
hematoxilina si eozina.

2. REZULTATE

2.1. Obtinerea de matrici cardiace acelulare utilizidnd decelularizarea

prin perfuzie

Decelularizarea a fost considerata finalizata atunci cand nu a mai existat
nicio urma de tesut miocardic ramas. Analiza macroscopica a matricei
extracelulare dupa procesul de decelularizare a aratat o geometrie
tridimensionala intactd, cu mentinerea arhitecturii atriale, ventriculare si
valvulare. Fotografile realizate in timpul decelularizarii au sugerat o
decelularizare mai eficientd si mai rapida in grupul de cadmp electric (~480 de
minute) in comparatie cu grupul de control (~840 de minute).

Dupa decelularizare, integritatea arborelui vascular coronarian a fost
verificata prin injectarea unei solutii de albastru de tripan printr-un cateter
conectat. Intregul proces a fost inregistrat, iar intrarea solutiei albastre in
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sistemul coronarian a fost vizualizata, fara evidentierea problemelor legate de
calibrul vaselor.

2.2.  Cuantificarea ADN-ului si a proteinelor

Concentratia de ADN si proteine in solutia de decelularizare a fost
calculatd utilizand spectrofotometria de absorbtie ultravioletsa. Tn ambele
protocoale de decelularizare, metoda grafica a determinat momentul in care
analitii (acizii nucleici sau proteine) au atins o valoare constanta, adica "platoul
curbei de concentratie", demonstrand ipoteza de lucru expusa in capitolul
anterior, conform careia atunci cadnd concentratia de ADN si proteine devine
constantd, nu mai sunt eliberate molecule in solutia de decelularizare,
confirmand finalizarea decelularizarii.

S-au observat corelatii bune intre valorile medii ale concentratiei de
ADN/proteine si timpul procedurii in grupul de control (r=0.93; p<0.0001; C195%
[0.872-0.968], si r=0.92; p<0.0001; CI95% [0.853-0.962], respectiv). Similar,
cand grupul de camp electric a fost analizat, s-au gasit urmatoarele corelatii intre
valorile medii ale concentratiei de ADN/proteine si timpul procedurii: r=0.88;
p<0.0001; CI95% [0.783-0.943], si r=0.90; p<0.0001; CI95% [0.821-0.954],
respectiv.

Pe baza informatiilor furnizate utilizand metoda spectrofotometrica, se
poate concluziona ca utilizarea dispozitivului experimental Langendorff in
prezenta unui camp electric rectangular alternativ reduce timpul de
decelularizare cu aproximativ 40%. Acest protocol reprezinta o abordare
promitatoare pentru accelerarea decelularizarii, conducand in final la o metoda
mai rapida si mai eficienta pentru obtinerea de matrici acelulare in aplicatiile de
inginerie tisulara.

2.3. Optimizarea decelularizarii inimii de sobolan utilizand un model de
retea neuronala convolutionala cu invatare profunda (DCNN)
Studiul prezent a dezvoltat un serviciu de clasificare utilizand un model

DCNN antrenat pentru a clasifica gradul de finalizare al imaginilor colectate n

timpul decelularizarii. Modelul a fost antrenat pe matricea extracelulara a inimii

de la sobolani masculi (n=10) obtinuta folosind protocolul 2 de decelularizare

(perfuzie coronariana cu SDS 1% in prezenta unui camp electric rectangular

alternativ). Sistemul a asigurat achizitionarea, procesarea si analiza inimii de

sobolan in timpul decelularizarii. Datele experimentale au permis stabilirea
momentului exact n care organul a devenit translucid, incheind astfel procesul.

Prin corelarea graficelor spectrofotometrice cu metricile produse de

spectrometru si serviciile de clasificare, am putut afirma c& modelul a optimizat

procesul de decelularizare, oferind o estimare a progresului. Ca masura de
performanta, metricile sistemului de clasificare pentru inimile de aproximativ
aceeasi varsta si greutate au fost: precision=0.95, recall=0.95, scor F1=0.95 si
accuracy=0.95.

In concluzie, am dezvoltat si validat o aplicatie software asistatd de
inteligenta artificiala pentru a determina prin clasificare cand inima este complet
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decelularizata si, in timpul procesului, pentru a oferi o estimare a progresului.
Corelatia dintre spectrofotometrie si metricile generate de spectrometru si
serviciile de clasificare a confirmat teoria noastra. Acest studiu demonstreaza,
pentru prima data, relatia dintre eliminarea celulelor in timpul decelularizarii prin
perfuzie si cele doua metrici produse de un spectrometru bazat pe OpenCV si
un model de clasificare bazat pe DCNN. Aceasta reprezinta o evaluare noua a
eficientei decelularizarii utilizand o tehnica non-invaziva. De asemenea, in locul
colectarii probelor din solutia de decelularizare, spectrometrul si clasificatorul pot
estima starea decelularizarii in timp real, optimizand astfel vechiul proces.
Aceasta cercetare ar putea duce la un nou standard pentru decelularizarea
inimii, incurajand astfel progrese semnificative in medicina regenerativa.

2.4. Evaluarea indepartarii materialului celular si pastrarea integritatii

arhitecturii ECM

Evaluarea indepartarii materialului celular si pastrarea integritatii
arhitecturii matricei extracelulare s-a realizat prin analiza macroscopica de baza,
evaluare histologica si microscopie electronica. Inima de sobolan decelularizata
a devenit translucida, cu toate componentele celulare eliminate in timpul
decelularizarii. Scheletul acelular a mentinut forma si dimensiunea generala, cu
toate caracteristicile anatomice majore intacte. Eficienta decelularizarii a fost
validata prin mai multe metode de colorare diferite. Ca prim pas, metoda simpla
de colorare cu hematoxilind si eozind (H&E) a demonstrat indepartarea
celulelor, pastrand Tn acelasi timp matricea extracelulara tridimensionala.
Pastrarea fibrelor de colagen si eliminarea continutului nuclear din inimile
decelularizate a fost evidentiata utilizadnd coloratia tricroma Masson. Coloratia
cu orceina si impregnarea argentica au vizualizat fibrele elastice, respectiv
fibrele reticulare. Microscopia electronica de scanare a scheletului cardiac
tridimensional a consolidat rezultatele microscopiei optice, aratand fibre de
colagen, fara componente celulare ramase. Evaluarea continutului inimii
decelularizate utilizdnd microscopia nu a aratat diferente semnificative intre
inimile generate de cele doua protocoale de decelularizare.

2.5. Caracterizare in vitro a hMSCs

Studiul de fata a efectuat o caracterizare detaliata in vitro a hMSCs
folosind SEM si TEM ca tehnici de vizualizare cu rezolutie inalta. Rezultatele au
aratat celule intens metabolic active, cu organite structurale bine dezvoltate,
creénd premize pentru o ulterioara diferentiere catre CMs. De asemenea, am
efectuat o analizd imunofenotipica, colorand hMSCs pentru markeri
caracteristici de suprafata si intracelulari dupa cum urmeaza: CD105 - exprimat
la nivelul suprafetei la 100% dintre hMSC, CD117 - exprimat la nivelul suprafetei
la 90% dintre hMSCs, vimentin - exprimat la nivelul suprafetei la 100% dintre
hMSCs, Ki67 - exprimat la nivel nuclear la 60% dintre hMSCs. Evaluarea prin
citometrie de flux a aratat exprimarea markerilor caracteristici h(MSCs: CD90,
CD44, CD29, CD73 si CD105. Acesti markeri au o expresie constanta pe
parcursul mai multor pasaje celulare (P1-P4), in timp ce alti markeri scad sau Tsi
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pierd expresia, pe masura ce celulele sufera proliferare si expansiune in vitro
(CD31, CD117, CD95). Cu toate acestea, acest model de expresie de la P1 la
P4 indica pierderea unor functii ale hMSCs, necesare pentru experimentele de
medicina regenerativa si sugereaza utilizarea acestora in pasajele incipiente
pentru rezultate imbunatatite in regenerarea diferitelor tesuturi.

2.6.  Obtinerea unei inimi bioartificiale de sobolan

Aceasta cercetare extinsa a realizat, de asemenea, recelularizarea ex
vivo a inimilor de sobolan decelularizate (n=8) utilizdnd hMSCs diferentiate in
CMs folosind 5-azacitidina (~5-7x%10° celule). Dintr-o perspectiva macroscopica,
atat atriile, cat si ventriculii inimii recelularizate au prezentat pereti cardiaci bine
definiti. Vasele de sé&nge erau vizibile prin grosimea inimii. La baza masei
ventriculare s-a putut vizualiza o concentratie de benzi fibroase, care ar putea fi
cito-scheletul fibros al inimii. Diferite regiuni ale inimilor recelularizate au fost
colorate cu hematoxilind si eozina pentru a confirma prezenta unui numar mare
de celule diseminate in scheletul cardiac. Tesutul examinat a continut celule
asemanatoare cardiomiocitelor (CLCs) aranjate in mod liber, cu ramificatii
vizibile, striatii incrucisate si nuclee vizibile. Chiar daca arhitectura histologica
era atipica, se putea observa totusi o organizare structurala. Pe materialul
examinat, aproximativ 20% din matrice era compusa din celule cu nuclee
vizibile, intercalate cu zone acelulare si zone de densitate celulara ridicata.

CONCLUZzII

- Dispozitivul experimental modificat cu control al presiunii permite
decelularizarea completa a inimilor de sobolan perfuzate cu o solutie
surfactanta de 1 % dodecilsulfat de sodiu (SDS).

- Aplicarea unui camp electric alternativ rectangular (20 kHz) in sistemul de
decelularizare Langendorff creste semnificativ eficienta procesului (timpul
de decelularizare este redus cu aproximativ 40% in comparatie cu grupul
de control). Alegerea agentului de decelularizare adecvat, cu un timp scurt
de expunere, este decisiva pentru generarea de schelete biologic active.
Rezultatul acestui studiu reprezinta o etapa importanta in bioingineria de
organe folosind un model de matrice pe animale mici.

- Aplicatia software asistata de inteligenta artificialad creata in cadrul acestei
teze este o metoda non-invaziva si non-distructiva de evaluare prin
clasificare a decelularizarii. Coreland graficele de la spectrofotometrie
(concentratia de ADN/proteine in solutia de decelularizare) cu metricile
generate de spectrometru si serviciile de clasificare, modelul a optimizat
procesul de decelularizare furnizand o estimare a progresului.
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- Decelularizarea prin perfuzie a inimilor de sobolan cu 1% SDS a rezultat
ntr-o matrice 3D fara material celular xenogen vizibil. Procesul a fost validat
prin analiza histologica extinsa si SEM, confirmand indepartarea completa
a resturilor celulare si conservarea ECM nativ.

- MSCs umane reprezinta celule candidat promitatoare pentru procedurile de
recelularizare. Evaluarea in vitro a caracteristicilor morfologice si
imunofenotipice ale hMSCs a oferit o baza pentru utilizarea lor ulterioara.
Diferentierea ex vivo a hMSCs in CMs folosind 5-azacitidina a demonstrat
capacitatea lor de a adopta o linie cardiaca. in acelasi timp, evaluarea in
vitro a inimii de sobolan recelularizate a validat integrarea cu succes a CMs
derivate din hMSCs in matricea cardiaca.

CONTRIBUTII PERSONALE

- Perfectionarea meticuloasa a protocolului anestezic-chirurgical si a tehnicii
de canulare a inimii pentru decelularizarea intregului organ;

- Dezvoltarea unui design experimental si a unui protocol de implementare
pentru decelularizarea intregii inimi prin perfuzia coronariana utilizand un
dispozitiv Langendorff modificat;

- Evaluarea cu succes a eficientei decelularizarii utilizdnd spectrofotometria
ca tehnica non-invaziva, dar si prin analiza histologica si o tehnica de
vizualizare cu rezolutie Thalta (SEM);

- Participarea la crearea unui algoritm de retea neuronala convolutionala cu
invatare profunda (DCNN) pentru a prezice progresia si punctul final al
decelularizarii ca metoda non-distructiva de evaluare a ECM cardiac;

- Pregatirea celulelor stem mezenchimale umane pentru recelularizarea
matricei cardiace; analiza morfologica in vitro (SEM si TEM) si
imunofenotipicd (imunocitochimie si citometrie de flux); generarea de
imagini si grafice caracteristice si interpretarea rezultatelor;

- Optimizarea protocoalelor de recelularizare prin infuzia retrograda a
suspensiei de celule si injectia intraventriculard in inima de sobolan
decelularizata;

- Analiza ex vivo a eficientei recelularizarii prin colorarea H&E.
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DIRECTII VIITOARE DE CERCETARE

Desi aceasta lucrare de doctorat include un proces riguros si complex de
cercetare, exista directii viitoare de cercetare pe care dorim sa le urmarim:

- Implementarea unei caracterizari mai cuprinzatoare a inimii decelularizate
prin cuantificarea SDS rezidual, analiza IHC a principalelor proteine ECM,
proteomica pe baza de spectrometrie de masa si performanta biomecanica
(de exemplu, microscopie cu fortd atomica, teste mecanice uniaxiale sau
biaxiale);

- Utilizarea altor tipuri de celule (de exemplu, celule stem pluripotente umane
induse) pentru recelularizare, ceea ce ar putea duce la o proportie mai mare
de populatii celulare in matrice;

- Studiul in profunzime a editarii genomului, cum ar fi platforma CRISPR, care
s-a dovedit a fi un instrument puternic pentru manipularea celulelor stem
umane pluripotente induse derivate de la pacienti, permitand generarea de
celule corectate autologe eligibile pentru transplantul de tesut uman;

- Imbunatatirea diferentierii cardiomiocitelor, urmata de testarea electrica si
mecanica a inimii bioartificiale;

Ca o concluzie finala, o perspectiva viitoare de cercetare este conectarea
domeniilor tehnice, cum ar fi IT si ingineria, cu medicina. Impreund, acestea pot
duce la progrese semnificative Tn domeniul ingineriei tesuturilor.



