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REPERE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea si importanta subiectului studiat.

Bolile cardiovasculare continua sa fie una dintre cele mai raspandite probleme de
sandtate la nivel mondial. Cele mai recente statistici din domeniu prevad ca, din cauza
imbatranirii populatiei, incidenta anuala a letalitatii legate de bolile cardiovasculare va creste
de la 16,7 milioane in 2002 la 23,3 milioane in 2030 [1, 2, 3, 3, 4, 5].

Optiunile de tratament disponibile pentru aceste patologii sunt variabile si pot fi
impartite in urmatoarele grupe: modificarile in stilul de viata, terapia medicamentoasa si
interventiile de revascularizare [3, 6]. In pofida beneficiilor terapiei comportamentale si
medicamentoase, acestea nu sunt intotdeauna salvatoare. In unele cazuri, cel mai bun
tratament medical conservator poate esua, metodele alternative fiind necesare pentru a obtine
rezultate clinice pozitive de durata. Ghidurile elaborate in domeniu recomanda interventia
chirurgicald de bypass la pacientii cu simptome persistente. Procedura presupune realizarea
unei cai alternative de irigare cu sange in zona prin ,,inlocuirea” vaselor sanguine sever
ingustate cu o grefa. In acest fel, se creeazi o noua cale pentru fluxul sanguin si se restabileste
functional teritoriul afectat [7, 8].

In prezent, sunt disponibile urmaitoarele tipuri de grefe pentru arterele modificate:
autogrefe, alogrefe, xenogrefe si proteze sintetice [9]. Desi in reconstructia vascularda sunt
utilizate diverse materiale, o grefa ,,ideala” ramane o necesitate clinica nerealizata si care nu
este disponibild ,,off-the-shelf”. in plus, in prezent existd anumite rezerve vasculare la
pacientul, care necesitd operatie reconstructiva de pontaj cu Inlocuirea vaselor sanguine de
diametru mic (<6,0 mm) [10].

Limitarile in utilizarea vaselor autologe (cum ar fi artera mamara internd, vena safena
magna sau artera radiald) sunt legate de disponibilitatea scazutd, majoritatea vaselor fiind
afectate de leziuni aterosclerotice difuze, flebitd, boala varicoasa, sunt hipoplazice sau au fost
indepartate anterior; putine vase raiman intr-adevar potrivite pentru acest scop. Protezele din
material sintetic precum Dacron sau Politetrafluoretilend (PTFE) sunt predispuse la tromboza
si hiperplazie neointimala, in special atunci cand sunt aplicate in pozitie de inaltd presiune cu
debit scazut. Rezultate clinice nesatisfacitoare se Iinregistreaza, inclusiv la utilizarea
tesuturilor xenogene sau alogene din cauza dilatarii anevrismale, infectiei si trombozei
precoce. Lipsa 1n clinicd a unui substituent adecvat a impus cercetari In domeniu pentru
dezvoltarea biomaterialelor alternative in crearea protezelor vasculare [7, 10, 11, 12].

Ingineria tisularad poate depasi neajunsurile grefelor disponibile in prezent prin generarea
de vase functionale pe bazd biologica, care ar putea reproduce mai fidel tesutul nativ. Una
dintre abordarile in acest domeniu se refera la utilizarea tehnicilor de decelularizare, care
permite generarea matricelor functionale [10, 13, 14, 15, 16].

Decelularizarea (DC) presupune indepartarea celulelor si a antigenelor cu prezervarea
integritatii matricei extracelulare (MEC), inclusiv a arhitecturii vascularizatiei. Un alt avantaj
important al acestei tehnici consta in pastrarea integritdtii canalului vascular care face grefa
potrivitd pentru repopularea celulard (recelularizare) [14]. Astfel, matricea tridimensionala
naturala obtinuta contine markerii necesari pentru asigurarea migrarii si proliferarii celulare
post-implantare [17, 18].

Decelularizarea poate fi realizata prin metode fizice, chimice si biologice. La alegerea
protocolului adecvat, este necesar sa se ia In considerare faptul ca acesta poate modifica
parte, cantitatea mare de ADN restant poate provoca reactii inflamatorii si, prin urmare, o
functionalitate proasta a grefei la implantare. Pentru a asigura succesul terapiilor bazate pe



ingineria tisulara, este esential sa se gdseasca un echilibru intre eliminarea completa a
celulelor si pastrarea integritatiit MEC [7, 19, 20, 21].

Pana in prezent au fost deja descrise protocoale de decelularizare pentru diferite
tesuturi/organe. In pofida efortului enorm depus, nu s-a reusit deocamdati implementarea
practicd a protocoalelor de lucru pentru toate tesuturile. De exemplu, decelularizarea
tesuturilor groase, cum ar fi peretele vascular, este inci o provocare [22, 23]. In plus,
majoritatea procedurilor publicate se bazeaza pe prelucrarea tesuturilor cu solutii chimice sau
enzimatice cu evaluarea efectului variatiei duratei de tratament si a etapelor de spalare
intermitenta asupra eficientei DC [18]. Exista putine date privind fezabilitatea si eficacitatea
metodelor fizice, cum ar fi socul osmotic, presiunea, ultrasunetul, electroporarea sau procesele
de inghetare-dezghetare [18, 24].

Modul de administrare a substantelor chimice (conditii statice, agitare sau perfuzie) are
un impact major asupra caracteristicilor diferitor materiale si suprafete. Modificarea metodei
poate avea un impact semnificativ asupra eficacitatii eliminarii celulelor, precum si asupra
pastrarii proprietatilor functionale ale tesutului decelularizat (integritatea MEC, rigiditatea si
complianta). Intelegerea acestor efecte este cruciald pentru a evalua si misura cu exactitate
influenta diferitor agenti asupra rezultatelor DC [2, 18, 25].

Scopul studiului.

Dezvoltarea unor tehnici noi de decelularizare a vaselor sanguine de calibru mare si mic.
Obiectivele cercetarii.

1. Evaluarea eficientei metodelor asistate cu ultrasunet pentru decelularizarea arterei
carotide porcine;

2. Testarea efectului amplitudinii acustice asupra matricei vasculare;

3. Evaluarea eficacitatii tratamentului chimic (SDS, SDC, Triton X-100, solutie
hipotonicd) si enzimatic (DNaza-I) in decelularizarea tesutului vascular;

4. Evaluarea impactului diametrului vascular asupra eficientei protocolului de
decelularizare;

5. Verificarea informativitatii metodelor calitative (H&E si DAPI) pentru confirmarea
eliminarii celulelor din matrice;

6. Caracterizarea morfologica, biochimicda si biomecanicd a vaselor sanguine
decelularizate;

Vitro,
8. Determinarea eficientei metodei perfuzionale pentru eliminarea uniforma a celulelor
din segmentele lungi de vase sanguine.
Metodologia cercetarii stiintifice.

Prin analiza publicatiilor cercetatorilor internationali din domeniu, a fost elaborat
suportul metodologic al acestui studiu. Pentru realizarea scopului si obiectivelor propuse a
fost realizat un studiu experimental preclinic. Ca material de bazd pentru cercetare au fost
alese arterele porcine. Au fost obtinute fragmente arteriale (aorta porcina si artera carotida
porcind), care au fost impartite in cateva grupe experimentale, inclusiv controlul negativ
(esantion netratat). Pe baza rezultatelor anterioare de succes in utilizarea solutiei combinate
SDS-SDC pentru decelularizarea diferitor tesuturi, aceasta a fost aleasa pentru experimentul
propus. Astfel, probele au fost procesate cu detergenti cu/fara tratament enzimatic suplimentar
pentru a evalua posibilitatea eliminarii celulelor din tesut (prezenta resturilor celulare si
eventual a antigenelor face materialul susceptibil pentru a initia sensibilizarea). A fost testata,
de asemenea, eficienta unui alt detergent, si anume Triton X-100. In plus, au fost utilizate



diferite forme de expunere dinamica a solutiilor de lucru (rotatie vs ultrasunet). Grefele
decelularizate au fost analizate cu ajutorul testelor histologice (Hematoxilind-Eozina, H&E
sau 4',6- diamidino-2-fenilindol, DAPI) si mecanice (suturabilitate). De asemenea, s-a
efectuat evaluarea cantitativdi a ADN-ului restant, a GAG-urilor, a hidroxiprolinei, testul de
citotoxicitate si examenul electron microscopic.

Analiza statisticd a fost efectuatd cu ajutorul programei SPSS, versiunea 16.0. Datele
sunt raportate ca medie+DS. Distributia normala gaussiana a fost testatd prin aplicarea testelor
de normalitate (testul Shapirko-Wilk); iar omogenitatea variantei a fost verificata prin testul
Levene. Diferentele dintre grupuri au fost detectate prin efectuarea testului t independent
pentru valorile omogene distribuite normal si a testului Welch pentru valorile neomogene
distribuite normal. Testul Mann-Whitney U a fost aplicat pentru datele neparametrice sau
pentru datele parametrice care nu respecta distributia normala. Diferentele au fost considerate
semnificative la o valoare p mai mica de 0,05.

Comitetul de evaluare etica al Universitatii de Stat de Medicind si Farmacie ,,Nicolae
Testemitanu” a aprobat proiectul de cercetare (Decizia nr. 31 din 26.12.2017). Testele au fost
realizate in cadrul Laboratorului de inginerie tisulara si culturi celulare, Chisindu, Republica
Moldova, si Leibniz Forschungslaboratorien fiir Biotechnologie und kiinstliche Organe
(LEBAO), Medizinische Hochschule Hannover (MHH), Hanovra, Germania.

Noutatea si originalitatea stiintifica a rezultatelor obtinute.

Problema stiintificd rezolvata consta in identificarea factorilor asociati cu Indepartarea
eficienta a celulelor si stabilirea unei proceduri noi de decelularizare a vaselor sanguine cu
caracterizarea optima a structurilor obtinute, fapt care va permite modificarea paradigmei
experimentale prin selectarea rationala din punct de vedere stiintific a conditiilor
experimentale.

Efectuarea studiului experimental cu compararea si caracterizarea multilaterala a
eficientei DC a diferitor abordari de decelularizare in ceea ce priveste eliminarea celulelor si
pastrarea rezistentei matricei a contribuit la completarea unor lacune din literatura stiintifica
actuald. Rezultatele cercetarii efectuate au demonstrat ca existd o variabilitate importanta
printre tehnicile utilizate pentru decelularizarea vaselor sanguine si pentru calitaatea matricei
finale. Analiza interrelatiilor dintre diametrul vaselor sanguine si succesul eliminarii celulelor
a demonstrat necesitatea unor abordari experimentale diferentiate in functie de dimensiunea
vasului.

Importanta teoretica si principalele rezultate stiintifice.

1. In prezent, deciziile cercetitorilor cu privire la metoda de decelularizare pentru tesutul
vascular, la selectia modelului de testare, precum si la metodele de examinare pentru
caracterizarea matricei acelulare nu sunt standardizate si sunt determinate de
experienta si preferintele personale;

2. Grosimea peretelui este un parametru important care influenteaza eficienta
decelularizarii. Astfel, vasele sanguine cu diametru mare fata de cele cu diametru mic
trebuie tratate diferit;

3. Chiar si detergentii ionici puternici, cum ar fi SDS sau SDC, nu sunt eficienti pentru
producerea de tesut acelular. Eliminarea fragmentelor lipicioase de ADN din matrice
necesitd un tratament enzimatic suplimentar (procesare cu DNaza);

4. Este demonstratd necesitatea de a efectua mai multe teste, atat calitative (coloratii
histologice), cat si cantitative (cuantificarea resturilor de ADN), pentru a confirma
eliminarea completd a elementelor celulare din tesut. In plus, abordarea duald este
obligatorie pentru evaluarea conservarii proteinelor din matrice;



5. Evaluarea sigurantei prin efectuarea testelor de biocompatibilitate in vitro este
indispensabila inainte de evaluarea in vivo (experimente pe animale);

6. Ultrasunetul nu Tmbunatateste in mod direct eliminarea celulelor din tesut. El poate
chiar afecta semnificativ integritatea matricei atunci cidnd se aplicd unde de
amplitudine mare.

Valoarea aplicativa a cercetarii.

Pe baza rezultatelor studiului a fost specificatd eficienta decelularizarii diferitor
substante chimice; in plus, a fost demonstrata indispensabilitatea tratamentului enzimatic in
combinatie cu detergenti puternici pentru productia matricelor vasculare acelulare. Datele
obtinute pe parcursul cercetarii argumenteaza stiintific modificarea strategiei actuale de
cercetare prin utilizarea preferentiald a arterei carotide fatd de aorta ca model de testare pentru
dezvoltarea grefelor vasculare ingineresti de diametru mic, luand in considerare diferentele
existente in conditiile experimentale pentru o eliminare eficienta si reusitd a celulelor in
functie de grosimea peretelui. Identificarea rezultatelor favorabile asociate cu utilizarea
detergentilor neionici si a ciclurilor repetate de spalare pentru eliminarea eficienta a resturilor
de detergenti ionici este importanti in dezvoltarea matricelor biocompatibile. Incercarea
esuatd de a utiliza ultrasunetul pentru DC a tesutului vascular defineste necesitatea de a
efectua studii suplimentare privind mecanismul de distrugere celulara indusa de ultrasunet.
Implementarea rezultatelor cercetarii.

Impactul practic al prezentului studiu consta in implementarea unei tehnici noi de
decelularizare a vaselor sanguine in Laboratorul de inginerie tisulara si culturi celulare,
Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu” din Republica
Moldova. In plus, rezultatele obtinute (procedurile disponibile de decelularizare a tesutului
vascular, metodele de evaluare a integritatii morfologice, biomecanice si biochimice a
tesutului decelularizat, testul de biocompatibilitate) au fost prezentate studentilor medicinisti
in cadrul cursurilor de la Catedra de anatomie si anatomie clinica si a cursului optional de
Medicind Regenerativa.

Aprobarea rezultatelor stiintifice.

Rezultatele obtinute au fost discutate si prezentate in cadrul urmatoarelor forumuri
stiintifice: MedEspera 2018: 7% International Medical Congress for Students and Young
Doctors (Chisindu, 2018), Simpozionul international de medicind moleculard (Istanbul,
Turcia, 2019), the 4% International Conference on Nanotechnologies and Biomedical
Engineering (Chisinau, 2019), Zilele Anatomice Timisoara (Timisoara, Romaéania, 2019),
MedEspera 2020: 8" International Medical Congress for Students and Young Doctors (editia
online, 2020), Congresul Consacrat aniversarii a 75-a de la fondarea USMF , Nicolae
Testemitanu” (editia online, 2020), Conferinta Nationald de Chirurgie (editia online,
Romania, 2021), Conferinta Stiintifica Anuala. Cercetarea In biomedicind si sanatate: calitate,
excelentd si performantd (editie online, 2021), the 5™ International Conference on
Nanotechnologies and Biomedical Engineering (editie online, 2021), MedEspera 2022: 9
International Medical Congress for Students and Young Doctors (Chisindu, 2022), Conferinta
Nationald de Chirurgie (Eforie Nord, Romaénia, 2023), 6" International Conference on
Nanotechnologies and Biomedical Engineering (Chisindu, 2023); saloane de cercetare,
inovare si inventica (medalia de aur): 15" European Exhibition Of Creativity And Innovation
(Iasi, Romania, 2023), International Exhibition of Innovation and Technology Transfer
EXCELLENT IDEA — 2023, editia a doua (Chisinau, 2023), doua trofee: Innovation Award for
promoting Science, Education and technology at Eurolnvent 2023, Iasi, Roméania si Special Award
for the Invention from Titu Maiorescu University of Bucharest (2023), si lectii publice: ,,Ingineria



tisulara si medicina regenerativa: provocdri si realizari” (Ziua Internationala a Sanatatii, 09
noiembrie 2019, Chisinau), ,,Grefele vasculare decelularizate prin inginerie tisulara vor fi un
standard de tratament in viitor?” (Expozitia MoldMedizin & MoldDent, 11-13 septembrie
2019, Chisinau).

Publicatii pe tema cercetarii.

La tema de cercetare au fost publicate 20 de lucréri stiintifice, inclusiv: articole in
culegeri indexate in SCOPUS — 3, articole in reviste de specialitate din strainatate — 1, articole
in reviste din Registrul national al revistelor de specialitate — 5, materiale/teze la conferinte
internationale — 4, materiale/teze la conferinte internationale organizate in Republica Moldova
— 3, materiale/teze la conferinte (conferinte nationale) — 4. Numarul de publicatii fard coautori
— 2. In perioada de cercetare au fost obtinute 1 certificat de inovator, 1 act de implementare,
2 medalii de aur, 2 trofee speciale la Saloanele de Inventica si 4 locuri premiate la conferinte
internationale.

Structura tezei.

Teza include adnotari in limbile roméana, rusa si engleza, lista abrevierilor, introducere
(reflecta actualitatea si importanta stiintifico-practica a problemei abordate in teza, scopul,
obiectivele, noutatea stiintificd, importanta teoreticd si valoarea aplicativa a cercetarii,
aprobarea rezultatelor studiului), 4 capitole (Revista literaturii, Materiale si metode de
cercetare, Rezultate si Discutii) cu concluzii generale, recomandari practice si limitari ale
studiului. Lucrarea este urmata de lista de referinte bibliografice cu 287 de surse, declaratia
autorului si CV-ul autorului.

Cuvinte-cheie: boli cardiovasculare, boala arteriald periferica, chirurgie bypass, grefa
vasculard, inginerie tisulara, grefd vasculard obtinuta prin inginerie tisulara, decelularizare,
detergent, tratament enzimatic, ultrasunet.



CONTINUTUL TEZEI
1. Capitolul INGINERIA TISULARA ESTE VIITORUL IN DEZVOLTAREA
GREFELOR VASCULARE reprezintd o scurtd trecere in revistd a diferitor metode
ingineresti care au fost raportate 1n literatura de specialitate pana in prezent si utilizate pentru
obtinerea grefelor vasculare. A fost identificata metoda actuala de ultima generatie, anume
decelularizarea, utilizata pentru a crea substituenti vasculari.

Bolile cardiovasculare raman una dintre cele mai raspandite probleme de sanitate la
nivel mondial; in plus, numarul pacientilor diagnosticati este in crestere; patologiile cu
afectarea vaselor sanguine de diametru mic si mediu sunt cauza principalid de deces [1]. In
2008, 17,3 milioane de oameni au decedat din cauza afectiunilor cardiovasculare; dintre care,
7,3 milioane de decese s-au datorat bolilor coronariene [4, 9]. Cele mai recente statistici in
domeniu prevad cd, din cauza Tmbaétranirii populatiei, incidenta anuald a mortalitatii cauzate
de aceste patologii va creste de la 16,7 milioane in 2002 la 23,3 milioane 1n 2030 [2].

Tratamentele conventionale pentru bolile cardiovasculare implica, de obicei, modificari
ale dietei si ale stilului de viata, terapia medicamentoasa si optiunile invazive chirurgicale [11,
25, 26-27]. ,,Standardul de aur” pentru inlocuirea/repararea vaselor sanguine ocluzionate la
pacientii cu simptome persistente este bypass-ul vascular [7, 8]. In prezent, in activitatea
clinica sunt disponibile urmatoarele tipuri de grefe: autogrefe, alogrefe, xenogrefe si proteze
artificiale [9]. Vasele autologe, cum ar fi artera mamara internd, vena safend mare sau artera
radiald, sunt cea mai buna alegere in cazul reconstructiilor vasculare de calibru mic, unde
grefele sintetice au rate inacceptabile de esec [28]. Cu toate acestea, procedurile chirurgicale
in antecedente, leziunile aterosclerotice difuze, flebita anterioara, dilatareca varicoasa,
hipoplazia sau particularitatile anatomice structurale limiteaza disponibilitatea acestora [7,
10, 11, 12].

Luand in considerare un numir enorm de pacienti diagnosticati cu boald cardio-
vasculard si lipsa grefelor vasculare adecvate, ingineria tisulard a devenit o abordare
alternativd pentru crearea de noi ,,conducte” functionale, care pot promova adeziunea,
proliferarea si diferentierea celulelor vasculare si pot rdspunde la compusii vasoactivi
endogeni [27-29]. Pentru a depasi problema actuala legata de lipsa materialului adecvat pentru
bypass-ul vascular, cercetitorii au lucrat la dezvoltarea unui biomaterial nou care poate
optimiza interactiunea tesut-biomaterial si mima proprietatile mecanice ale tesutului nativ,
promova aderarea celulelor, cresterea si diferentierea acestora, facilita productia proteinelor
din MEC si inhiba trombogenitatea. Materialul inovator ar putea revolutiona practica
cotidiana Tn domeniu si ar putea reduce riscul de esec al grefelor vasculare [28, 29].

Decelularizarea tesuturilor vasculare pentru dezvoltarea grefelor vasculare se bucura de
o atentie semnificativa in ultimii 20 de ani [30]. Decelularizarea este un proces complex care
necesita o analiza atenta a conditiilor de lucru pentru a crea o matrice vasculard neimunogena,
cu prezervarea proteinelor MEC, capabila sd induca regenerarea vasculard post-implantare
[27, 31]. Pentru a asigura rezultatul cu succes al terapiilor bazate pe ingineria tisulara, este
esential sd se gaseascd echilibrul dintre indepartarea completda a celulelor si pastrarea
integritatii MEC [7, 19, 20, 21].

DC poate fi realizatd cu utilizarea diferitor agenti (chimici, biologici, fizici), toate
permitand inducerea rupturii membranelor celulare si producerea materialului non-imunogen
comparabil structural si functional cu tesutul nativ [21, 24, 27, 28]. Nu existd o metoda
universald pentru DC, deoarece fiecare tip de tesut trebuie luat in considerare individual,
pentru a asigura rezultate optime. In functie de tipul de tesut-tinta si de aplicatia previzuta,
protocoalele trebuie stabilite cu atentie pentru siguranta si eficacitate [22].



2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Acest capitol descrie toate materialele si metodele care au fost utilizate in faza
experimentald, inclusiv metodele folosite pentru caracterizarea morfologica, biochimica si
biomecanica a vaselor sanguine netratate si decelularizate. Toate testele au fost efectuate in
cadrul Laboratorului de inginerie tisulara si culturi celulare, Universitatea de Stat de Medicina
si Farmacie ,Nicolae Testemitanu” din Republica Moldova, Chisindu, si Leibniz
Forschungslaboratorien fiir Biotechnologie und kiinstliche Organe (LEBAO), Medizinische
Hochschule Hanovra (MHH), Hanovra, Germania sub evaluarea si monitorizarea expertilor
locali.

Vasele porcine au fost colectate de la porci germani Landrace (3-4 luni) in unitatea de
animale a Medizinische Hochschule Hannover (MHH); arterele porcine au fost alese din
Ingrijirea animalelor a respectat Ghidul pentru ingrijirea si utilizarea animalelor de laborator.
Vasele au fost recoltate in maxim 2 ore dupa sacrificarea animalelor si transportate imediat la
laborator in solutie PBS la 4°C. Pentru a evita prejudecitile posibile, determinate de
variabilitatea individuald, au fost utilizate numai specimene (trei replici biologice) suficient
de lungi pentru a fi selectate grupurile martori si grupurile experimentale. Vasele au fost
curdtate de grasime si tesutul adiacent, folosind pense si foarfece, si spalate cu grija pentru a
indeparta cheagurile de sange restante.

Vasele prelevate au fost stocate la -80°C; pentru conservarea adecvata a proprietatilor
structurale si mecanice aorta a fost depozitatd In DMSO. Arterele carotide proaspat recoltate
au fost folosite ca martor nativ pentru analiza electron microscopica, arterele inghetate-
dezghetate au fost folosite ca martori pentru toate celelalte experimente.

Decelularizarea chimica vs combinata a aortei porcine

O metoda de decelularizare cu detergenti bazatd pe utilizarea a doi detergenti ionici, ca
SDS si SDC, si a unui non-ionic, Triton X-100, si abordarea combinatd bazatd pe tratarea
suplimentara a probelor cu DNaza-I au fost adaptate pentru a decelulariza vasele porcine,
anume a aortei porcine.

Decelularizarea chimica a vaselor sanguine de origine porcina

Decelularizarea a inceput cu efectuarea unei etape initiale de inghet-dezghet (asa cum
s-a mentionat mai sus). Vasele au fost spdlate cu apd deionizatd timp de 24 de ore la
temperatura camerei sub rotatie continua pentru a induce liza celulara prin soc osmotic. Apoi,
probele au fost tratate cu solutie de decelularizare ce contine 0,5% SDS si 0,5% SDC (w/v)
in tampon hipotonic (10 mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM NaCl si 10 mM EDTA) timp de 24 de
ore. La sfarsitul procesului, vasele au fost spdlate cu PBS timp de 24 de ore pentru a indeparta
resturile de celule si detergentul rezidual si tratate suplimentar cu 1% Triton X-100 (v/v) in
tampon hipotonic timp de 24 de ore. In cele din urma, vasele au fost spalate cu PBS timp de
48 de ore.

Abordarea combinatid in decelularizarea vaselor sanguine porcine (detergent-
enzimatica)

La sfarsitul procesului de decelularizare, segmente de vas au fost incubate suplimentar
cu solutie de DNaza de 300 U/mL in 1 mM MgClL in PBS la 37°C timp de 48 de ore.
Segmentele de vas tratate au fost spalate de 3 ori cu PBS.

Fiecare etapa de decelularizare a fost efectuatd sub rotatie, folosind role rotative
(TRMS50) cu 35 de rotatii pe minut.

Evaluarea eficientei protocolului de decelularizare in functie de diametrul vasului

Abordarea combinatd de decelularizare detergent-enzimatica a fost adaptata pentru a
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decelulariza vasele porcine. Durata de expunere a tesutului la actiunea detergentilor ionici a
fost diferita: 6 ore, 12 ore, 18 ore si 24 de ore. Dupa fiecare timp de decelularizare, respectiv,
vasele au fost spilate cu solutie PBS si spalate suplimentar cu 1% Triton X-100 (v/v). In cele
din urma, segmentele au fost incubate timp de 48 de ore in solutie de DNaza I (300 U/ml).

La finele procesului fragmente de tesut din fiecare lot au fost fixate in 4%
paraformaldehida pentru stabilizare sau congelate direct in tek O.C.T., pentru un ulterior
examen histologic. Segmentele de vas ramase au fost depozitate la 4°C in PBS.
Decelularizarea arterelor carotide porcine proaspete vs congelate

Inghetarea-dezghetarea tesutului poate influenta calitatea procesului de decelularizare.
Studiul examineaza eficienta protocolului combinat descris In DC arterelor carotide porcine
proaspete, datele rezultate fiind comparate cu datele omoloage obtinute la prelucrarea
probelor congelate prin efectuarea coloratiei H&E si DAPI.

Evaluarea aplicabilitatii ultrasunetului in decelularizarea vaselor sanguine

DC a tesutului vascular a fost efectuata prin combinarea metodei fizice (ultrasunet) cu cele
chimice (soc osmotic si detergent). Pentru procesarea probelor a fost utilizatd sonda UP200S
(Hielscher, Germania) si sonotrod-ul S1 adaptat pentru probele de la 0,1 la 5 ml. Avand in vedere
ca bulele de colaps pot produce cresterea semnificativa a temperaturii lichidului prin eliberarea de
energie [13], experimentele au fost efectuate intr-o camera rece (+4°C). In plus, probele au fost
plasate intr-o baie de gheata pentru a preveni supraincalzirea tesutului.

Protocol I: Pentru decelularizare, vasele (segmente de 0,5-1 cm, diametrul intern 4 mm) au
fost spalate cu PBS si scufundate in tuburi Eppendorf de 2,0 mL care contin 1,5 ml tampon hipoton
(0,3% NaCl 1n apa distilatd). Probele au fost expuse la ultrasunet cu o frecventd de 24 kHz, 200
W, mod de lucru ,,1” (iradiere acustica permanentd). Au fost aplicate doud valori diferite de
amplitudine si doi timpi diferiti de expunere: 20% vs 100% si, respectiv, 3 ore vs 12 ore.

Protocol 2: Probele din acest grup au fost plasate in tuburi Eppendorf de 2,0 mL care contin
1,5 mL 1% Triton X-100 si au fost expuse la ultrasunet cu o frecventd de 24 kHz, 200 W,
amplitudine 20%, mod de lucru ,,1” pentru 48 de ore . Distanta probei pana la varful sondei a fost
de 1 cm.

Probele martor au fost tratate cu aceeasi solutie sub rotatie continud (vitezad de 50 rpm,
Biometra WT 17).

Dupa decelularizare, fragmentele de vas din fiecare grup au fost fixate in 4%
paraformaldehida pentru stabilizare sau congelate direct in tek O.C.T., pentru efectuarea
examenului histologic. Segmentele de vas rdmase au fost depozitate la 4°C in PBS.
Caracterizarea matricelor porcine decelularizate

Matricele decelularizate au fost caracterizate prin mai multe metode, si anume:

v" Evaluarea calitativi a ADN-ului sau componentelor citoplasmatice si nucleare
ramase prin coloratiile H&E si DAPI;

v Testarea morfometrica a tesutului decelularizat prin aprecierea grosimii peretelui
vascular;

<

Evaluarea calitativa a suprafetei luminale rdmase prin analiza electron microscopica
si metoda imunohistochimica pentru colagen IV prin;

Analiza cantitativd a ADN-ului restant prin teste spectrofotometrice;

Analiza cantitativa a hidroxiprolinei si GAG restante prin teste spectrofotometrice;
Evaluarea integritatii mecanice a matricei ramase prin testul de suturabilitate;

.....

DN NI N

de viabilitate a celulelor;
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v' Evaluarea eficientei decelularizarii perfuzionale pentru segmentele vasculare lungi.
3. CARACTERIZAREA CALITATIVA SI CANTITATIVA A TESUTULUI
VASCULAR DECELULARIZAT
Decelularizarea cu detergenti vs combinata a aortei porcine
Experimentul a evidentiat eficienta cocktailurilor chimice in combinatie cu o solutie

enzimatica pentru obtinerea matricelor vasculare decelularizate (figura 1). Coloratiiler H&E
si DAPI au demonstrat in mod evident prezenta nucleelor celulare in peretele aortic (grupul
de control). Colorarea H&E a probelor decelularizate nu a evidentiat nicio celula intacta
persistenta in toate grupurile, inclusiv in cazul probelor tratate exclusiv cu detergenti, si
conservarea brutda a MEC. Cu toate acestea, colorarea DAPI a acelorasi specimene a
descoperit cantitati substantiale de ADN rezidual. Doar tratamentul cu nucleaza de 48 de ore
a condus la decelularizarea completa, toate straturile fiind lipsite de resturi celulare (figura 1).
Rezultatele examenului histologic sugereaza ca coloratia H&E nu poate fi utilizatd ca o unica
dovada calitativa a DC si ar trebui sa fie completata, cel putin, cu o colorare AND-specifica,
precum DAPI [32].

CONTROL | DC cu DETERGENT | DC COMBINATA

D. E. F.

Figura 1. Decelularizarea combinata garanteaza o spalare eficienta a celulelor din tesutul
vascular. Coloratia H&E (A, B, C) si coloratia DAPI (D, E, F), grup martor (A, D) si grup
experimental (B, C, E, F). H&E: Citoplasma are aspect roz, nucleul este albastru-violet,
matricea extracelulara se prezintd sub diferite nuante de roz. DAPI: Nucleele sunt albastre,
liniile albe reprezintd marginile exterioare ale matricei.

Scale bar. A, B: 100 um; C 50 um; D, E, F: 200 um

Evaluarea eficientei protocolului de decelularizare in functie de diametrul vasului
Aorta porcind si arterele carotide au fost tratate cu detergenti si DNaza I sub rotatie.
Chiar daca colorarea H&E nu a evidentiat celule persistente in toate grupurile, DAPI a fost
mai specific pentru identificarea ADN-ului rezidual. Astfel, DC completa, definita drept
eliminarea elementelor celulare si ADN-ului, a arterei carotide a necesitat o expunere de 12
ore la detergenti, in timp ce aorta a necesitat un tratament de 24 de ore (figura 2).
Aceasta descoperire sugereazd ca vasele sanguine cu diametru mare necesitd o
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prelucrare mai extinsia comparativ cu vasele sanguine cu diametru mic. In acest fel, nu poate
fi recomandat niciun protocol comun de decelularizare pentru ambele tipuri de vase sanguine
[33].

AORTA ARTERA CAROTIDA

H&E DAPI H&E DAPI

Control

6h

12h

18h

24h

Figura 2. Diferentele in eficienta decelularizirii vaselor porcine in functie de
diametrul lor. Coloratia H&E (A, B, C, D, E, a, b, ¢, d, e) si coloratia DAPI (F, G, H, L, J,
f, g, h, 1, j); lotul martor (A, F, a, f) si lotul experimental (B-E, G-J, b-e, g-j).

Decelularizarea arterelor carotide porcine proaspete vs congelate

Sectiunile transversale ale vasului din fiecare grup experimental au fost examinate prin
coloratiile H&E si DAPI. Aceste metode calitative au oferit o reprezentare vizuald a
integritatii matricei obtinute si a absentei oricaror materiale celulare ramase.
Evaluarea aplicabilititii ultrasunetului in decelularizarea vaselor sanguine

Aplicarea ultrasunetului in decelularizarea vaselor sanguine nu pare a fi o strategie

eficientd. Ambele coloratii H&E si DAPI au dezvaluit prezenta unor cantitati uriase de celule
intacte. In plus, structura tesutului a fost afectati semnificativ atunci cand au fost utilizate
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unde de amplitudine mare (100%) [34] (figura 3).

3 ore 12 ore
H& . DAPI H&E ' DAPI

20%

100%

Figura 3. Utilizarea ultrasunetului in decelularizarea vaselor sanguine (coloratiile H&E si

DAPI). Scala. A, B, C, D: 200 um

Undele ultrasonore utilizate in combinatie cu un detergent non-ionic au oferit acelasi
rezultat — lipsa reducerii ADN-ului si elimindrii elementelor celulare. Prezenta elementelor
celulare intacte a sugerat ca reactivii nu au fost capabili sd solubilizeze/distrugd membranele
si sa induca indepartarea celulelor (figura 4).

Control Rotatie + Triton X-100 Ultrasunet + Triton X 100

H&E

DAPI

100 pm

Figura 4. Utilizarea ultrasunetului in decelularizarea vaselor sanguine (coloratiile H&E si
DAPI). Scala: 100 um
Caracterizarea matricelor porcine decelularizate
Arterele carotide porcine decelularizate au fost caracterizate prin diferite metode pentru
studierea componentelor ramase dupa DC in matricea si calitatea acestora, pentru a evalua
integritatea mecanica a suportului obtinut si capacitatea de repopulare cu celule endoteliale.
Fiecare test are propriile sale limitari si se concentreaza pe diferite aspecte ale structurii sau
compozitiei vasului. Prin urmare, aplicarea unei varietati de tehnici de evaluare are ca rezultat
o mai buna descriere a matricei rezultate si intelegerea ampla a procesului de decelularizare.
Metode calitative si cantitative
Metodele calitative precum colorarea H&E si DAPI ofera o reprezentare vizuald a
integritatii matricei ramase si a prezentei oricdror materiale celulare restante. Continutul de
ADN, GAG si colagen a fost cuantificat pentru a testa materialul celular ramas si gradul de
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prezervare a componentelor matricei. Testul de retentie a suturii a fost efectuat pentru a avea
o impresie despre rezistenta mecanicd a vasului ramas. Scanarea electron microscopicad a
suprafetei luminale a vaselor decelularizate a fost facuta pentru a avea o impresie despre orice
deteriorare a laminei bazale. Biocompatibilitatea a fost testatd prin popularea suprafatei
luminale a matricelor decelularizate cu celule endoteliale GFP-marcate.

Evaluarea histologica

Au fost efectuate si analizate trei replici biologice prin coloratiile H&E si DAPI (figura
5) pentru vizualizarea eficientei decelularizarii. Inspectia histologica a confirmat indepartarea
celulelor fara a afecta negativ structura MEC. Conform evaluarii pe sectiunile H&E, diferenta
semnificativa statisticd in grosimea peretelui arterial inainte (555,94+59,22 um) si dupa
decelularizare (427,06+37,47 um) a fost detectata (p=0,0001).

Probal
H&E DAPI
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Figura 5. Decelularizarea eficienta a arterei carotide vizualizata prin coloratiile H&E
si DAPI (PROBA 1). Lot martor (A, B, C). Grup experimental (D, E, F).
Scala. A, D: 50 um; B, E: 20 um; C, F: 100 pm

Evaluarea membranei bazale prin imunohistochimie

Abordarea imunohistochimica a fost relevantd pentru analiza prezentei componentelor
structurale comune ale matricei extracelulare. Elementul major al membranei bazale este
colagenul de tip IV; pentru testarea prezervarii acesuia au fost folositi anticorpi monoclonali,
ceea ce a permis efectuarea caracterizarii calitative a arhitecturii membranei ramase si
determinarea integritatii acesteia. Coloratia imunohistochimica impotriva colagenului IV a
evidentiat un strat de colagen IV colorat in maro-galben de-a lungul suprafetei luminale si in
interiorul peretelui vasului atat al arterelor de control, cat si al celor tratate (figura 6).

Aceasta examinare a MEC a demonstrat ca protocolul de decelularizare combinat nu
a indus schimbari semnificative in morfologia peretelui vascular; cu toate acestea, teste
cantitative suplimentare sunt obligatorii pentru o mai bund intelegere a transformarilor
matricei induse de agentii de decelularizare.
Analiza prin scanarea electron microscopica a relevat o lamina bazala conservata

Analiza prin scanarea electron microscopicd (SEM) a permis efectuarea unei
examindri mai cuprinzatoare a structurii si morfologiei suprafetei luminale. De fapt, tesul
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SEM a fost folosit pentru a vizualiza impactul agentilor de decelularizare asupra suprafetei
luminale a tesutului traatt si pentru a evalua eficienta eliminarii resturilor celulare.

Grupul control reprezintd o suprafatd dens acoperitd cu celule endoteliale alungite
aliniate in directia fluxului sanguin. Suprafata luminalda a arterelor carotide porcine
decelularizate a aparut aplatizata si lipsita de structuri asemanatoare celulelor. Lamina bazala
a probelor tratate a aparut intacta, fibrele de colagen expuse fiind vizibile accidental in unele
zone (figura 7) [35].

5

Tesut nativ

Control negativ

G. H. L

Tesut decelularizat

g

Figura 6. Evaluarea membranei bazale prin imunohistochimie pentru determinarea
prezervirii colagenului tip IV. Tesut nativ (A, B, C). Control negative (D, E, F). Tesut
decelularizat (G, H, I). Scala: 100 pm

AT

Proba 1 Proba 2 Proba 3

A. B. C. D.
Figura 7. Analiza prin scanarea electron microscopicia a suprafetei luminale a vasului

decelularizat. Artera carotida porcind proaspata (A). Lot experimental: PROBA 1 (B). PROBA

2 (C). PROBA 3 (D). Suprafata luminala apare aplatizata si lipsitd de structuri asemanatoare
celulelor dupa decelularizare (B-D). Scala: 50 um

Decelularizarea prin perfuziei

A fost evaluata metoda perfuzionala pentru decelularizarea fragmentelor vasculare lungi
(segment vascular cu lungime de 6 cm). Pentru a analiza daca vasele au fost decelularizate
uniform si omogen, au fost studiate prin teste histologice trei segmente prelevate din vasul
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prelucrat. In plus, a fost efectuatd analiza prin scanarea electron microscopica a suprafetei
luminale a matricei decelularizate (figura 8).

S-a observat o eliminare consistenta si uniforma a nucleelor intacte pe lungimea vasului
in probele decelularizate comparativ cu vasele native. La analiza SEM, suprafata luminala a
aparut fara resturi celulare dupa decelularizare.

CONTROL END_I MIDDLE END_2
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Figura 8. Decelularizarea perfuzionali. Coloratiile H&E (A-H), DAPI (I-L). SEM (M-O).
Martor (A, B, , M). END 1 (B, F, J, N). Middle (C, G, K). END 2 (D, H, L, O).

Metode cantitative

Cuantificarea ADN-ului a confirmat rezultatele coloratiet DAPI si a aratat ca la
utilizarea protocolului combinat este posibil de a reduce cantitatea de ADN in vasele
decelularizate. Cuantificarea a demonstrat ca vasele netratate au continut in medie 23,56+4,73
ug/mg de ADN. Decelularizarea a permis de a reduce continutul la 1,03+0,49 ug/mg (tabelul
1). Post-procedural continutul de ADN a fost redus cu 95,6% vs tesutul nativ, demonstrand
eficienta protocolului intern in ceea ce priveste indepartarea materialului celular. Testul
Welch a aratat diferenta statistic semnificativd dintre grupul experimental vs control
(p=0,0001) [36].

Cuantificarea GAG a relevat o sciddere a continutului de GAG 1n grupul experimental
vs control. Cuantificarea GAG a aratat ca vasele native au continut in medie 13,01+3,56
ug/mg de GAG. Decelularizarea a scazut continutul de GAG la 1,30+0,72 ug/mg (tabelul 1),
ceea ce a constituit o reducere statistic semnificativa de 90% comparativ cu grupul control
(p=0,00001) [36].

In schimb, in grupurile decelularizate, comparativ cu probele martor, au fost observate
niveluri mai mari de hidroxiprolind. Cuantificarea hidroxiprolinei a aratat ca vasele native au
continut in medie 54,26+10,68 ug/mg. Vasele decelularizate au avut in medie un continut de
hidroxiprolina de 69,70+7,60 ug/mg (tabelul 1), ceea ce inseamna o crestere de 28,5% statistic
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nesemnificativa a continutului de hidroxiprolind comparativ cu probele control (p=0,0744)
[36].
Testarea mecanica

Rezistenta mecanicd a fost determinata prin efectuarea testului de suturabilitate. Au fost
testate noua fragmente din grupul control si 8 probe (replicate tehnice) din grupul
decelularizat. Rezistenta grupului martor (n=9) a fost de 1,08+0,39 N. Rezistenta vaselor
decelularizate (n=8) a fost de 1,144+0,38 N (tabelul 1). Deci, nu a existat o diferenta
semnificativa statistic Intre probele control si cele decelularizate (p=0,0731). Aceste rezultate
au sugerat ca grefa obtinutd are suficientd stabilitate mecanica pentru a rezista fortelor
anastomotice [37].

Tabelul 1. Metoda cantitativa in caracterizarea tesutului vascular decelularizat

ADN | GAG | Hyp Suturabilitate
concentratie (ug/mg tesut uscat) Max forti (N)

Tesut Tesut Tesut Tesut Tesut Tesut Tesut Tesut

nativ DC nativ DC nativ DC nativ DC

25.93 1.05 14.48 2.69 45.13 65.75 0.7 1.44
= 24.58 0.84 13.35 1.56 51.62 70.24 1.27 1.32
é 24.81 0.84 13.01 0.44 53.37 71.60 0.94
a 31.15 2.30 14.83 8.21 45.87 52.09
. 30.54 1.40 14.64 0.26 60.67

30.42 1.70 14.39 61.62

26.94 0.80 12.47 0.87 63.29 65.27 0.79 0.92
N 24.41 1.52 10.41 1.39 71.89 69.76 0.93 0.62
é 24.87 1.08 10.55 1.23 72.68 71.40 0.66 0.80
a 25.71 0.53 13.01 1.53 58.39 76.09
A 23.33 1.02 13.36 65.17 82.94

23.22 1.11 13.72 67.49 80.36

17.37 0.60 10.22 1.78 41.81 70.35 1.74 1.16
) 15.75 1.01 10.48 1.03 46.67 69.14 1.61 1.82
é 16.50 0.98 10.50 0.62 48.05 77.20 1.04 1.05
a 20.28 0.38 11.99 2.19 41.20 65.81
» 19.39 0.42 5.19 46.65 106.93

18.86 3.50 10.40 48.97 74.63

Evaluarea metodei de spalare pentru a elimina SDS rezidual
Indepirtarea detergentilor, in special a detergentilor anionici ca SDS, din matrice este
cunoscuta a fi o problema criticd in metoda de decelularizare, deoarece detergentul restant
poate provoca un raspuns nedorit al gazdei in vivo fatd de materialul implantat. Rezultatele
examenului (tabelul 2) au aratat cd metoda de decelularizare combinata cu repetate cicluri de
spalare a permis eliminarea eficientd de SDS.
Tabelul 2. Cuantificarea SDS

Tipul de
tesut SDS/tesut [ng/mg]

CONTROL|0.261 [ 0.059 | 0.172] 0.219] 0.109 | 0.022] 0.155] 0.146] 0.539] 0.454] 0.63

TesutDC 10.0170.02110.0080.070 0.1490.106 | 0.113|0.099 | 0.363 | 0.076 | 0.205 | 0.20

Test de biocompatibilitate: citocompatibilitate in vitro prin test de contact
Biocompatibilitatea matricelor porcine decelularizate a fost testatd prin popularea

suprafatei luminale cu celule endoteliale GFP-marcate. In toate cazurile matricele

decelularizare au sustinut atasarea celulelor, un strat confluent fiind observat dupa 5 zile de
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cultivare (figura 9); nu s-au observat diferente aparente intre probele experimentale si grupul
de control. Dupa 6 zile, analiza viu/mort a ardtat prezenta celulelor vii distribuite uniform pe
suprafata studiata cu cateva celule moarte in esantion.

Rezultatele au indicat ca tesuturile tratate nu contin detergenti reziduali sau alte

componente daunatoare care ar afecta supravietuirea celulelor. In concluzie, protocolul actual
cu componente specifice poate fi considerat eligibil pentru evaluarea ulterioara in vivo a

eqe w0

Ziua a 5-a

Ziua a 6-a

CONTROL PROBA 1 PROBA 2 PROBA 3

Figura 9. Repopularea vaselor decelularizate cu celule endoteliale. 200000 de celule

per godeu populate pe suprafata luminala a matricei sau a recipientului de cultura din

plastic ca martor. Imaginile au fost realizate cu un stereomicroscop la a 5-a si a 6-a zi

dupa insamantare. Toate probele experimentale au sustinut atasarea celulelor endoteliale,

un strat confluent a fost observat dupa 5 zile de cultivare (B-D). Testul viu/mort a aratat

prezenta celulelor vii distribuite uniform pe suprafata vasului decelularizat, in timp ce

doar cateva celule moarte au fost observate (F-G). Grup martor (A, E). Artera carotida

decelularizata (PROBA 1 — B, F. PROBA 2 — C, G. PROBA 3 — D, H).

CONCLUZII GENERALE
Metodele asistate cu ultrasunet nu par a fi strategic eficiente pentru indepartarea
celulelor din tesutul vascular;
Undele ultrasonore de mare amplitudine sunt inadecvate pentru decelularizarea
tesutului vascular din cauza efectelor sale nocive asupra matricei;
Vasele sanguine cu diametru mare necesitd un timp de procesare mai lung decat cele
cu diametru mic si, prin urmare, nu poate fi recomandat un protocol comun de
decelularizare;
Abordarea chimico-enzimatica descrisd este un instrument eficient in dezvoltarea
scheletelor vasculare celulare; doar tratamentul chimic nu poate permite eliminarea
completd a celulelor;
Abordarea chimico-enzimaticd reprezentatd poate fi aplicata atat pentru tesutul
vascular proaspat, cat si pentru tesutul vascular congelat-dezghetat;
H&E nu este un instrument calitativ eficient pentru confirmarea eliminarii
componentelor celulare;
Caracterizarea complexd (teste morfologice, biochimice si biomecanice) a schelei
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decelularizate este obligatorie pentru a putea prezice performanta in vivo a grefelor
vasculare obtinute prin inginerie tisulara;

8. Decelularizarea prin perfuzie este un instrument eficient pentru decelularizarea
uniforma a segmentelor lungi de vase sanguine.

RECOMANDARI PRACTICE

1. O caracterizare la scard larga a tehnicilor de decelularizare asistata de sonicare necesita
testarea experimentala a altor metode de sonicare directe si indirecte existente;

2. Lipsa reducerii ADN-ului atunci cand se aplica Triton X-100 sau solutie hipotona in
combinatie cu ultrasunete sugereaza necesitatea utilizarii sonicdrii cu substante chimice
mai puternice, cum ar fi dodecil sulfat de sodiu sau deoxicolat de sodiu, pentru
decelularizarea vaselor sanguine;

3. Artera carotidd porcind este un model optim de testare pentru evaluarea eficientei
protocoalelor de decelularizare si pentru dezvoltarea vaselor sanguine de diametru mic,
obtinute prin inginerie tisulara;

4. Detergentii nu permit eliminarea componentelor celulare de pe schelet si ar trebui sa fie
suplimentati cu un tratament enzimatic pentru eliminarea ADN-ului;

5. Coloratia H&E nu poate fi utilizata ca dovada unicad a DC si ar trebui sd fie completata, cel
putin, cu o coloratie ADN, cum ar fi DAPI,

6. Etapele multiple de spélare si tratamentul cu Triton X-100 reprezintd un instrument optim
pentru a spala resturile de SDS din schelet.

LIMITARI ALE STUDIULUI

1. Este necesard o analiza histologicd mai amanuntitd; coloratia tricromului Masson si
colorarea cu rosu picrosirius pot dezvalui morfologia colagenului si a elastinei;

2. Testul de retentie a suturii nu este suficient pentru evaluarea mecanica a schelei, testele
mecanice uniaxiale si biaxiale ar fi mai informative cu privire la comportamentul tesutului.
Totodata, comportamentul dupa re-celularizare ar fi un studiu interesant;

3. In cazul in care testele de biocompatibilitate in vitro au avut rezultate bune, testarea pe
animale ar putea fi ultimul test important;

4. Testarea diferitor niveluri de proteine matriceale si celulare, precum si a antigenelor
cunoscute si necunoscute, ar permite o mai bund intelegere a potentialului imunologic al

acestor grefe.
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ANNOTATION

Malcova Tatiana ,,Morphological and biomechanical modifications in blood vessels
decellularization”. The thesis for the degree of PhD in medical sciences, Chisinau, 2023.

Structure of the thesis. The thesis includes annotations in Romanian, Russian and English,
list of abbreviations, 48 figures, 6 tables, introduction, 4 chapters with general conclusions,
practical recommendations, and study limitations. The paper is followed by the list of
bibliographic references with 287 sources, author’s disclaimer, and author's CV. The principal
results of the study were published in 20 scientific papers.

Keywords: Cardiovascular diseases, peripheral arterial disease, bypass surgery, vascular
graft, tissue engineering, tissue engineered vascular graft, decellularization, detergent,
enzymatic treatment, sonication.

The aim of study. To develop new methods for decellularization of large- and small-diameter
blood vessels.

Objectives of the study. (1) To evaluate the efficiency of sonication-assisted methods for
decellularization of arterial vessels; (2) To test the effect of acoustic amplitude on the vascular
matrix; (3) To evaluate the effectiveness of chemical (SDS, SDC, Triton X-100, hypotonic
solution) and enzymatic (DNase-I) treatment in vascular tissue decellularization; (4) To
evaluate whether the decellularization protocol efficiency is depending on the vessel diameter;
(5) To check the informativeness of qualitative methods (H&E and DAPI) for confirmation
of the decellularization process; (6) To do morphological, biochemical, and biomechanical
characterization of treated blood vessels; (7) To assess the biocompatibility of acellular
scaffold by performing in vitro contact test; (8) To determine the efficiency of perfusion

27



decellularization for uniform cells’ elimination from long segments of blood vessels.
Scientific originality and novelty. Conducting the experimental study with comparison and
multilateral characterization of decellularization efficiency of different decellularization
approaches in term of cells’ elimination and matrix strength preservation contributed to the
completion of some gaps in the current scientific literature.
The scientific problem solved in the thesis consists in identifying the factors associated with
efficient cells’ removal and establishing a novel procedure for blood vessels decellularization
and optimal characterization of acellular scaffold’s structure, a fact that will allow the
modification of the experimental paradigm through the scientifically reasoned selection of the
optimal experimental conditions.
Theoretical significance and applicative value. Decellularization efficiency of different
chemicals was specified; in addition, the indispensability of the enzymatic treatment in
combination with strong detergents for accelular vascular scaffolds production was
demonstrated. The data obtained during the research scientifically argue for the modification
of the current research strategy through the preferential use of carotid artery vs aorta as testing
model for development of small-diameter tissue-engineered vascular grafts. The failed attempt
touse the ultrasound for vascular tissue DC defines the necessity to perform additional studies
regarding the mechanism of ultrasound-induced cellular destruction.
The practical impact of the present study consists in implementation of a novel technique
of blood vessels decellularization in the Laboratory of Tissue Engineering and Cell Culture,
Nicolae Testemitanu State University of Medicine and Pharmacy, Chisinau, Republic of
Moldova.

ADNOTARE
Malcova Tatiana ,,Modificarile morfologice si biomecanice in decelularizarea vaselor
sanguine”. Teza pentru obtinerea titlului de doctor in stiinte medicale, Chisinau, 2023.
Structura tezei. Teza include adnotarile in limbile engleza, romana si rusa, lista abrevierilor,
48 de figuri, 6 tabele, introducere, 4 capitole cu concluzii generale, recomandari practice si
limitari ale studiului. Lucrarea este urmata de lista de referinte bibliografice cu 287 de surse,
declaratia autorului si CV-ul autorului. Principalele rezultate ale studiului au fost publicate in
20 de lucrari stiintifice.
Cuvinte-cheie: boli cardiovasculare, boala arteriald periferica, chirurgie bypass, grefa
vasculard, inginerie tisulara, grefd vasculard obtinuta prin inginerie tisulara, decelularizare,
detergent, tratament enzimatic, ultrasunet.
Scopul studiului. Dezvoltarea unor tehnici noi de decelularizare a vaselor sanguine de calibru
mare $i mic.
Obiectivele studiului. (1) Evaluarea eficientei metodelor asistate de sonicare 1in
decelularizarea vaselor arterelor; (2) Testarea efectului amplitudinii acustice asupra matricei
vasculare; (3) Determinarea eficacitatii tratamentului chimic (SDS, SDC, Triton X-100,
solutie hipotonicd) si enzimatic (DNaza-I) in decelularizarea tesutului vascular; (4) Evaluarea
eficientei protocolului de decelularizare in functie de diametrul vasului; (5) Aprecierea
informativitatii metodelor calitative (H&E si DAPI) pentru confirmarea procesului de
decelularizare; (6) Caracterizarea morfologica, biochimica si biomecanica a vaselor sanguine
contact in vitro; (8) Determinarea eficientei decelularizarii prin perfuzie pentru eliminarea
uniforma a celulelor din segmentele lungi ale vaselor sanguine.
Originalitatea si noutatea stiintifica. Realizarea studiului experimental cu compararea si
caracterizarea multilaterala a eficientei diferitor tehnici de decelularizare in ceea ce priveste
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eliminarea celulelor si pastrarea rezistentei matricei pentru completarea unor lacune din
literatura stiintificd actuala.
Problema stiintificd rezolvati in teza constd in: identificarea factorilor asociati cu
indepartarea eficienta a celulelor din matrice si stabilirea unei proceduri noi de decelularizare
a vaselor sanguine de calibru mic, si caracterizarea optima a structurii acelulare, fapt care va
permite modificarea paradigmei experimentale prin selectarea rationald din punct de vedere
stiintific a conditiilor experimentale optime.
Semnificatia teoretica si valoarea aplicativa. A fost specificata eficienta de decelularizare
a diferitor substante chimice; in plus, a fost demonstrat caracterul indispensabil al
tratamentului enzimatic Tn combinatie cu detergenti puternici pentru producerea matricei
vasculare acelulare. Datele obtinute argumenteaza stiintific modificarea strategiei actuale de
cercetare prin utilizarea preferentiald a arterei carotide fatd de aorta ca model de testare pentru
dezvoltarea grefelor vasculare de diametru mic prin inginerie tisulara. Incercarea esuati de a
utiliza ultrasunetul pentru decelularizarea tesutului vascular defineste necesitatea de a efectua
studii suplimentare privind mecanismul de distrugere celulard indusa de undele sonore.
Impactul practic al prezentului studiu constd in implementarea unei tehnici noi de
decelularizare a vaselor sanguine in cadrul Laboratorului de inginerie tisulara si culturi
celulare, Universitatea de Stat de Medicinad si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu™, Chisinau,
Republica Moldova.

AHHOTALIUA
MankoBa TatbsiHa «Mopdosaorudyeckue M OHOMeXaHUYEeCKHMe MOAU(PUKANUM TIPH
Aele/UIIJISIPU3allui  KPOBEHOCHBIX cOCyAOB». JluccepTranus Ha COUCKaHUE CTEICHU
KaHIuJaTa MeIUIUHCKUX Hayk, Kummuues, 2023.
Crtpykrypa aucceprauum. Jluccepranus BKIIOYAeT aHHOTAIlMN Ha PyMBIHCKOM, PYCCKOM U
AHTJIMIICKOM sI3bIKaX, CIIMCOK COKpalleHu#, 48 puCyHKoOB, 6 TaOiul, BBeJACHUE, 4 TJIaBbI C
0o0IIMMH BBIBOJAMU, MPAKTUYECKUE PEKOMEHIAIMM U OTPAHUYECHUSI UCCIICOBAHUS, CIIMCOK
n3 287 o6ubnuorpapuyeckux UCTOYHUKOB, aBTOPCKYIO JeKjapanuio u pestoMme. OCHOBHBIC
pe3yJbTaThl UCCIEIOBAHUS OIMyOIMKOBaHbI B 20 Hay4HBIX paboTax.
KiroueBble cjioBa: cepaedyHO-COCYAHNCThIE 3a0oyeBaHUs, 3a001eBaHUs NepUdepUIeCcKUx
apTepuii, MIYHTUPOBAHUE, COCYIUCTHIA TpaHCIUIAHTAT, TKAHEBasi MH)KEHEPHS, COCYIUCTBII
TPAHCIUIAHTAT IIOJyYEHHBIM TKAaHEBOM WHIXKCHEPUEH, NCLCIUIIOJISIpU3aLus, JAETEPIeHT,
(epMeHTaTHBHAsI 00pabOTKa, yIbTPa3BYK.
Heab ucciaenoBanus. Pa3BUTh HOBbIE TEXHUKHU JICLEIUTIONSPU3ALIMA KPOBEHOCHBIX COCYIOB
OOJIBIIIOTO U MAJIOTO KaIuopa.
3agaum ucciaenoBanus. (1) OueHuTs 3pHEeKTUBHOCTH METOIOB JICTICIUTIONIIPU3AIINU COHHOM
apTepuy CBHHBM C TIOMOINBIO YyibTpa3Byka; (2) IIpoBepuTh BIUsSHHME aKyCTHUECKOM
aMIUTATYAbl HA COCYIUCTHIH MaTpHKc; (3) Ouenuts 3¢ ¢dextuBHOCTh XumMuueckoro (JCH,
JK, Tpuron X-100, runoronnueckuii pactsop) u pepmenrarusHoro (AHKa3za-1) neuenus
Npu JIeHeuToisapu3anuu  cocyaucro tkanu; (4) OueHuth 3PEGEKTUBHOCTH MPOTOKOIA
JELEeIUTIONSPU3allii B 3aBUCUMOCTH OT JuaMeTrpa cocyna; (5) [IpoBepuTh HHPOPMATHBHOCTH
kauecTBeHHbIX MeTOZI0B (H&E 1 DAPI) niist noaTBep ) aeHus npoiiecca AeUeUTIoIsIpUu3alim;
(6) IIpoBectu MOPGOIOTNYECKYI0, OMOXUMHUUECKYI0O U OMOMEXaHUYECKYIO XapaKTePUCTHKY
00paboOTaHHBIX KPOBEHOCHBIX cOCYZOB; (7) OueHuTh OMOCOBMECTUMOCTH OECKIETOYHOTO
Kapkaca IyTeM IpOBEACHUsI KOHTAKTHOTO TecTa in vitro; (8) Omnpenenuts 3pPEeKTUBHOCTH
nepdy3MoOHHON ACUEIUTIONAPU3ALMN UIsI OJHOPOAHOTO YAAJICHHUS KIETOK W3 JUIMHHBIX
CErMEHTOB KPOBEHOCHBIX COCY/IOB.
Hay4yHasi opuruHaJbHOCTh U HOBU3HA. [IpoBeieHNE SIKCIEPUMEHTAIBHOIO HCCIIeI0BaHUS
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CO CPaBHEHHUEM M MHOTOCTOPOHHEH XapaKTepUCTUKON 2(P(HEKTUBHOCTH Pa3TUIHBIX METOJOB
JNELEIUTIOJISIPA3ALUN C TOUYKH 3pEHU YIAJICHUS KJIIETOK U COXPAaHEHUs IIPOYHOCTU MATPHUKCA.
Hay4ynasi npo0Jiema, pemiaeMasi B IMCCePTALMHU, 3aKII0YACTCA B BBISIBJICHUU (PAKTOPOB,
CBSI3aHHBIX C A(Q(EKTUBHBIM yHAJeHHMEM KIETOK, M CO3JaHUU HOBOH MPOIEAYpHI
JNELEIUIIOJISAPU3ALUA KPOBEHOCHBIX COCYZOB U ONTUMAJIBHONW XapaKTEPUCTUKHU CTPYKTYpPBI
aIleJUTIONIIPHOTO MATPUKCA, YTO TMO3BOJIUT MOAM(DUIMPOBATH IKCHEPUMEHTAIBHYIO Mapajurmy
IMyTeM Hay4YHO 0OOCHOBAHHOI'O BBIOOpA ONTUMAJIBHBIX YCIOBHIl SKCIIEPUMEHTA.
Teopernueckasi 3HAYMMOCTHL M NPHUKJIAJHOe 3HAYeHHe. YTouHEeHa 3(P(HEKTUBHOCTH
JNEUEIUIIONIAPA3ALUNA  PA3JIMYHBIMM  XMMHWYECKHMHU  BELIECTBAMHU; IIPOAEMOHCTPUPOBAHA
HE3aMEHHUMOCTh (pepMEHTATUBHOW OOpPAaOOTKU B COYETAHUM C CUIJIBHBIMH JACTEPreHTaAMU JUIS
NPOU3BOACTBA  COCYAHUCTOIO  aAUEJUIIOJISIPHOrO  Marpukca. HeynauHas — mombITKa
WCIIOJIB30BaHUs YIBTPa3ByKa OIpeAesieT HEOOXOIUMOCTh MPOBEACHUS TOMOJHHUTEIBHBIX
HUCCJIEIOBAaHUN OTHOCHUTEIIBHO MeEXaHW3Ma paspylleHus KIETOK, WHIYLIMPOBAHHOI'O
YIABTPa3ByKOM.

IIpakTHYeckass 3HAYMMOCTL HACTOALIEI0 MCCIEIOBAHUA 3aK/II0YAeTCs BO BHEIPECHUU
HOBOW METOAMKH JCUEIUTIOISPU3AINN KPOBEHOCHBIX cocynioB B JlabopaTopun TkaHeBou
Nnmxenepun un KynbsTypsl kietok I'ocynapcrBeHHoro VYHuBepcutera MeauluHbl U
®apmanuu uMm. Hukonae Tectemuniany, Kummnes, Pecriy6imnka Momgosa.
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