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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obfinere a unui
model ftridimensional bioprintat de foitd valvulara
folosind biocimprimanta utilizat pentru studiul calcifierii
valvei aortice in vitro. Procedeul, conform inventiiei,
consta Tn etapele de: preparare a unui amestec de
suspensie de celule valvulare interstitiare (VIC), izolate
din valve umane, la o densitate de 2x10° celule/ml, cu
un gel preparat in prealabil din gelatind porcing,
anhidrida metacrilica, antibiotic, solutie de alginat de
sodiu si fotoinitiator, incarcarea amestecului in seringa
bioimprimantei, bioprintarea constructului 3D, urmata
de fotopolimerizarea hidrogelului, transferul construc-
tului reticulat in mediu de culturd uzual pentru culturi

celulare timp de 24 h la temperatura de 37°C, ins&man-
tarea la exterior a celulelor endoteliale valvulare (VEC),
izolate din valve umane, la o densitate de 8x10*
celule/cmp si mentinerea in incubatorul de culturi
celulare la 37°C, 5% CO,, timp de 48 h, rezultdnd un
strat confluent de celule VEC la suprafata constructului
3D si formarea unei retele celulare interne de celule
VIC la interior, modelul 3D fiind evaluat asupra
capacitatii de a forma centri de calcifiere.
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Procedeu de obtinere a unui model 3D de foita valvulara bioprintabila

Procedeul de obtinere a unui model 3D de foitd valvulard bioprintabild este destinat
dorieniului medicinii, pentru studiul bolilor valvei aortice precum si ca model pentru testarea unor
agos i terapeuticl.

Descrierea stadiului actual - stadiu actual context stiintific actual
a) Structura valvei. Valva aortici este localizatd intre aortd si ventriculul stdng asigurand
trecerea unidirectionald a sangelui din ventriculul stang citre circulatia sistemici. In timpul
sistolei, presiunea de la nivelul ventriculului stdng creste, determinand deschiderea valvei aortice,
fapt care permite trecerea singelui. La sfarsitul acestui eveniment, presiunea de ia nivelul
ventriculului stAng scade brusc iar valva aorticd se inchide. In Fig. 1 este reprezentatid “Valva

aorticd deschisd (stanga) sau inchisd (dreapta)» (sursa www.healthjade.com). Valva aortica are o

structura avasculard cu trei foite, compusd dintr-un strat exterior de celule valvulare endoteliale
(VEC) si trei straturi interne - fibrosa, spongiosa si ventricularis - alcatuite majoritar din celule
valvulare interstitiale (VICs) si diferite elemente de matrice extracelulard (Figura 2) (sursa -
(Rutkovskiy si colab., 2017). Structura simplificatd a foitei aortice umane. In partea stingd a Fig
2 este prezentatd o sectiune transversald schematicd prin foita valvulard aortica ne-coronariand.
in dreapta este prezentatd organizarea triplu strat a matricei extracelulare cu localizarea
celulelor endoteliale valvulare aortice (VEC), care captusesc tesutul valvular pe ambele parti, si
a celulelor valvulare interstitiale (VIC). La nivelul celor trei straturi (fibrosa, spongiosa i
ventricularis) sunt prezente celule vgivulare interstitiale care secretd moiecuie de matrice
caracteristice fiecarui strat (fibre de colagen, proteoglicani respectiv elastind). Prin compozitia
lor, fibrosa, spongiosa si ventricularis asigura rezistentd, elasticitate si flexibilitate valvei care este
supusd permanent unui stres mecanic. Fibrosa este stratul cel mai gros fiind situat spre partea
aorticd. Este alcatuitd din fibre de colagen de tip I si I1], strins impachetate care asigura rezistenta.
Spongiosa, stratul din mijloc este alcdtuit din proteoglicani iar ventricularis, din fibre de elastina
care asigurd elasticitatea valvei, necesard inchiderii si deschiderii acesteia (Leopold, 2012).
Functia valvei aortice este determinatd de cele doud tipuri celulare majoritare, situate la nivelul
acestei structuri: celulele endoteliale valvulare (VEC) si celulele interstitiale valvulare (VIC).
VEC-urile constituie o barierd intre fluxul sangvin si tesutul valvular. Celulele VIC sunt

numeroase, heterogene si se dispun la nivelul tuturor celor trei straturi ale valvei aortice (fibrosa,
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spongiosa, ventricularis). In valva normald aceste tipuri de celule au un fenotip asemindtor
fibroblastelor: qVIC (quiescent VIC). In conditii normale, interactia VIC-VEC asigurd
homeostazia de la nivelul valvei aortice si buna functionalitate a acesteia.

b) Patologia valvei - Boala valvei aortice (BVA) are ca rezultat aproximativ 20.000 de decese
anual [Lloyd-Jones et al., 2010], fiind cea mai comuna dintre bolile valvulare si este caracterizatd
de Ingrosarea si calcificarea valvei aortice [Otto & Prendergast, 2014]. Stenoza aortica reprezintd
manifestarea clinicd a BVA si are loc atunci cand remodelarea tesutului valvular este suficient de
severd Incéat sd apard modificdri hemodinamice la nivelul valvei aortice. Scleroza aortica este
definitd ca manifestarea subclinicd a BVA, si anume o remodelare patologicd asimptomaticad a
valvel aortice, fard modificdri hemodinamice. Scleroza aorticd este diagnosticatd fie prin
ecocardiografie, unde se urmareste ingrosarea valvei aortice, fie prin computer tomograf, unde se
vizualizeazd calcificarea tesutului valvular [Coffey et al, 2014]. La baza dezvoltirii stenozei
valvulare stau mecanisme complexe care nu sunt pe deplin cunoscute. Astfel, BVA a fost
consideratd mult timp o boald degenerativa, insa in prezent progresia bolii este vazuta ca un proces
celular activ care are loc in foitele valvulare aortice. In mafe, patofiziologia BVA urmareste un
mecanism similar aterosclerozei, care implicd mai multe procese patofiziologice interconectate i
care culmineaza cu fibroza, calcificarea i obstructia hemodinamici. De asemenea, BVA manifesta
o stabilitate mai pronuntata a plicii calcificate comparativ cu boala ateroscleroticd, unde placile
avansate sunt susceptibile rupturii [Otto et al., 1994]. In conditii patologice (expunerea la diversi
factori de stres mecanici -hipertensiune -sau biochimici -hiperglicemia, -hipercolesterolemia), are
loc atat activarea celulelor endoteliale ct si a VIC-urilor care capiti un fenotip asemanator
miofibroblastelor (aVIC). Pe masurd ce boala avanseazd VIC-urile sunt caracterizate de un fenotip
asemandtor osteoblastelor (obVIC) si se observa microcalcificari, reprezentate de depozite amorfe
de calciu care determind leziunea avansatd. Acest fenotip osteoblastic, caracterizat de expresia
unor markeri condrogenici §1 osteogenici: osteopontind, osteonectind, sialoproteina osoasi,
fosfataza alcaling, proteinele BMP-2 si BMP-se; este considerat a fi responsabil pentru aparitia
leziunilor avansate de calciu de la nivelul tesutului valvei aortice [Leopold, 2012]. Infelegerea
deplind a mecanismelor implicate in evolutia procesului de calcificare ar putea permite
identificarea unor molecule cheie care ar putea fi tinte terapeutice in tratamentul bolii valvei

aortice [Lerman et al., 2015].

. 4 »7/"/‘ .,,\ . ; A M /\m\\,\\

S



RO 134973 A2

c) Terapii existente in prezent pentru CAVD. In ultimii ani existd un interes din ce in ce mai
crescut pentru ingineria hidrogelurilor in vederea obtinerii de tesuturi si de modele 3D pentru
studiul . diferitelor boli. Motivatia majord este cd astfel de hidrogeluri pot imita mai bine
micromediul fiziologic al diferitelor tesuturi umane [Mabryet al., 2015]. Mai mult, modele de
tesuturi 3D realizate cu celulele proprii ale pacientilor pot revolutiona modul de tratament si pot
dezvolta alternative de diagnostic. Astfel, regenerarea tesutului valvular este un proces integrat
care implicd atat celulele cdt si elemente de matrice extracelulara. Desi au fost propuse diferite
modele 3D pentru valva aorticd, cele mai multe dintre ele au fost dezvoltate doar cu VIC-uri, unele
dintre ele cu VEC-uri / VIC-uri de origine porcind sau ovind, dar niciunul din modele 3D
existente pdnd in prezent nu include ambele tipuri de celule valvulare umane (VEC si VIC).
Studii recente de inginerie a foitei valvulare n scopul studierii fenotipului VIC au folosit materiale
diverse, cum ar fi: hidrogeluri de hialuronan [Puperi et al., 2016] si hidrogeluri sintetice pe baza
de polietilen glicol PEG [Mabryet al., 2015; Puperi etal., 2015]. VIC cultivate in materiale derivate
din polimeri naturali, cum ar fi colagenul si fibrina, au prezentat viabilitate ridicata; totusi aceste
degradare si compactare [Walker et al., 2004]. Pe de altd parte, gelatina metacrilatd (GelMA) si
acidul hialuronic metacrilat (HAMA) au fost utilizate cu succes ca modele care pot fi reticulate si
in care pot fi incluse celulele VIC [Eslami et al., 2015; Hjortnaes, J. et al. 2015; Duan et al. 2013].
Bioprintarea 3D oferd atdt o cultivare si o atasare celulard superioard In comparatie cu tehnicile
traditionale de obtinere a diferitelor matrici, cat si o variabilitate mai mica de la gel la gel — o
reproductibilitate crescutd (cu un randament mare) [Murphy & Atala, 2014; van der Ven et al.,
2017]. Tehnica de bioprintare 3D a fost deja utilizatd pentru fabricarea de tesuturi complexe in
vitro (de exemplu, modele de tumori co-culturd, ramificatii vasculare si structuri cartilaginoase
cum ar fi urechile si traheea [Norotte etal., 2009; Flores et al., 2017; Bhora et al., 2017] si este
compatibili cu hidrogelurile pe bazi de gelatini metacrilati [Levato et al., 2017]. [ntr-un model
bioprintat de valvd descris recent, autorii au incercat sd redea biomecanica foitei valvulare prin
incercarea de a separa prin microdisectie straturile foitei valvulare. Astfel, in modelul propus de
ei, hidrogelul obtinut din gelatind metacrilatd GelMA/acid hialuronic metacrilat MeHA, a fost
turnat in strat unic sau din 2 straturi intr-o matritd bioprintatd in prealabil din gel pluronic [van
der Valk et al., 2018]. Acest model are doar VIC-uri incapsulate in hidrogel, dar nu si celule
endoteliale la suprafatd, asa cum prezintd foita valvulard umand. Odata cu imbundtdtirea
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performantei si rezolutiei bioprintdrii si a materialelor disponibile, printarea 3D a devenit un
instrument util in diferite domenii, inclusiv medicina [Paul et al., 2019]. Bioprintarea tesuturilor
profitd de tehnologia de printare 3D pentru a produce biomateriale cu celule incluse individual
sau in tandem, sirat cu strat, crednd direct structuri de tesut tridimensional. Desi pro;-vesele
medicale inregistrate in domeniul bioprintarii 3D sunt deja semnificative si interesante, [ 2ntru
unele dintre aplicatiile mai revolutionare, cum ar fi imprimarea de organe, mai este nevoie de
timp pentru a evolua si a putea fi implementate. Datorita lipsei de vasculaturd, bioprintarea valvei
pare un deziderat care poate fi atins.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia prezentd este dezvoltarea unui construct 3D
cu celule valvulare umane si un hidrogel realizat din gelatind metacrilata si alginat, cu VIC-uri
incapsulate in hidrogel si VEC-uri cultivate la suprafatd. Inventia rezolva posibilitatea de generare
in vitro printr-un procedeu netoxic, a unui model tridimensional de foitd valvulard, folosind
bioimprimanta, de asemeni este posibil co-cultivarea in acelasi hidrogel/bioink a celor doud tipuri
de celule valvulare umane dispuse similar structurti foitei valvulare aortice. Astfel, conform
inventiei s-a dezvoltat un prototip de foitd de valva aorticd prin includerea celulelor umane VEC,
VIC intr-un hidrogel biocompatibil, in dorinta de a crea un construct 3D care s imite structura
foitei valvulare umane, pentru testarea/dezvoltarea unor agenti terapeutici noi sau deja existenti.
Procedeul permite studierea interactiunii celulare intre tipurile celulare existente in foita valvulara
umana, in conditii /» vitro, diminuind folosirea/costurile necesare unor studii efectuate pe modele
in vivo, oferind totodata conditii de rdspuns celular similare cu acestea. De asemenea modelul ofera
posibilitatea de a studia efectele diferitilor agonisti care induc disfunctia foitelor valvulare (glucoza
crescutd, LPS, TNF, etc.) si calcifierea valvei prin expunerea la medii speciale care s simuleze
conditiile de calcifiere. Modelul de foita valvulard poate fi folosit in viitor in studiul terapiilor de
contracarare a efectelor diferitilor agonisti care induc disfunctia si calcificarea valvei.

Procedeu de obtinere a unui model 3D de foita valvulari bioprintabila inlaturd dezavantajele
solutiilor cunoscute si rezolvd problema tehnicd astfel: pe suprafata unui model 3D sunt
pozitionate in monostrat celule VEC si in tot volumul sunt distribuite sub forma de retea, celulele
VIC printr-o succesiune de etape care incep cu selectarea materialelor, urmeaza o serie de etape
pentru obtinerea si caracterizarea celulelor valvulare umane utilizate, care incep cu izolarea
celulelor VEC si VIC din valve umane, VIC-urile izolate din valve umane prezintd markerii de
celule mezenchimale vimentind si a-SMA iar VEC-urile prezintd markerul endotelial von
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Wilebrand factor (VWF). Urmeaz3 etape pentru obtinerea hidrogelului GP-1 necesar realizdrii unui
model bioprintabil, model care se contureazi initial prin realizarea unui desen tri-dimensional cu
ajutorul unui program software $i care va transmite informatia la o bioimprimantd, prevazuta cu 4
capete de printare diferite. In final, modelul bioprintabil are o formi de disc cu diametrul de 14mm
si o indltime de aproximativ 1 mm, realizat din 3-4 straturi de hidrogel, fiecare strat fiind proiectat
ca o serie de randuri orizontale sau verticale, constructul formeazd un grilaj cu ochiuri pentru o
mai bund infiltrare a mediului de culturd, dimensiunea modelului a fost limitatd de utilizarea unor
placi de cultura standard, de 24 de godeuri. In etapele de realizare a modelului 3D de foitd valvulara
un amestec de suspensie celulard de VIC la o densitate de 2*¥10°(1 - 10 *10°) celule/ml se amesteci
cu GP-1, si se incarca in seringa bioimprimantei, urméand printarea si o etapa de foto-polimerizare
a hidrogenului. Dupa reticulare constructii 3D sunt transferati in mediu de culturda DMEM 1%o
glucoza (1 — 4.5 %o glucozd) + 10% (1-20%) ser fetal bovin + antibiotice si incubati timp de 24h
la 37°C; mediul de culturd este reinoit dupé 24 de ore pentru a Inlatura resturile celulare si alginatul
de sodiu, peste constructul 3D cu celule VIC incapsulate in interior sunt insdmantate celule VEC
la exterior, la o densitate 8*10* de celule/cm? (5-10*10* celule/cm?) si modelul 3D, este mentinut
in incubatorul de culturi celulare la 37°C, 5% COs. Dupd 48 de ore de la insdmaéntarea celulelor
endoteliale se observa un strat confluent de celule VEC la suprafata modelului 3D si formarea unei
retele celulare interne de celulele VIC in interior. Urmez3d o serie de etape de caracterizare si
analiza a celulelor in modelul 3D de foitd valvulard bioprintabila. Ultimele etape fiind cele de
evaluare a capacitdtii modelului 3D de foitd valvulard de a forma centrii de calcificare pentru
posibilitatea studiului calcificérii valvei aortice in vitro pe acest model.

Materialele necesare, selectate sunt din categoria: alginat de sodiu din alge brune cu
viscozitate medie 15-25¢ps, 2% (25 °C); gelatind porcind de tip A - derivatd dupa hidroliza acida
a pielii de porc, avand vascozitatea de aproximativ 300, conform test Bloom, masd moleculara de
aprox. 75000-100000Da; amestec de colagenaze: izoformele I si II din Clostridium histolyticum
si de Dispaza - proteaza neutrd obtinutd din Bacillus polymyxa — Liberase; solutie tampon fosfat
de sodiu salin 1x (PBS: 137mM clorurd de sodiu, 2.7mM clorurd de potasiu, 10mM fosfat disodic,
1.8mM fosfat de potasiu monobazic, pH 7.2 - 7.4 la temp. 25°C; anhidridd metacrilicd 94-98%;
antibiotic: penicilind, streptomicind si amfotericina B; solutie de 100x - 10.000U/ml peniciling si
10mg/ml streptomicind, amfotericind B 25ug/ml; sac pentru dializa din celuloza cu pori de 10.000-

14.000kDa; fotoinitiator Irgacure2959 - 2-Hidroxi-4'-(2-hidroxietoxi)-2-metilpropiofenoni;
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mediu de culturd DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium 1 mg/ml glucozd (1 — 4.5 %o),
suplimentat cu SFV- ser fetal bovin 10% (1-20%); consumabile sterile pentru culturi celulare.

_ Pentru intretinerea culturilor celulare si a constructului bioprintat se utilizeaza un incubator
cu umidificare si o concentratie de 5% a CO: si o hotd de flux laminar pentru lucrul in conditii
aseptice iar pentru pregatirea hidrogelului se utilizeaza o plitd termostatatd cu agitare magnetica.

Pentru izolarea VEC, foitele de valva aortica sunt spélate cu PBS steril, rece, apoi sunt
supuse reactiei de digestie enzimaticd in colagenazd 600U/ml (400-800U/ml) pentru 5° in
incubator, la 37°C. Suspensia celulard rezultatd este centrifugatd pentru 7°, 1050 rpm, 24°C,
sedimentul rezultat este cultivat pe placi de culturd tip Petri acoperite cu gelatina porcind 1% in
mediu EGM-2, mediu special pentru cultivarea celulelor endoteliale, care contine heparind si
factori de crestere, de tip FGF, VEGF, IGF, EGF, cu 20% (1-20%) ser fetal bovin si antibiotice
penicilind 100U/ml si streptomicind 100ug/ml; operatiunea se repetd de 2 ori pentru extragerea a
cat mai multe VEC, celulele sunt monitorizate si mediul este schimbat o dati la doud zile.

Pentru izolarea VIC, foita valvulard este In continuare supusd digestiei enzimatice cu
520U/ml de Liberaza, pentru un timp mai indelungat, suspensia rezultatd dupa 4-5 ore de digestie,
este centrifugata pentru 7°, 300g, 24°C; iar sedimentul celular obtinut este cultivat in placi Petri in
DMEM cu 20% (1-20%) ser fetal bovin si antibiotice penicilind 100U/ml si streptomicind
100pg/ml. Digestia enzimatic a tesutului rimas este continuati peste noapte in Liberaza, urmand
insdmantarea celulelor obtinute in DMEM 1%o + 20% ser fetal bovin, in ultima etapa, tesutul ramas
este supus digestiei enzimatice cu Liberaza, celulele recoltate sunt insdmantate in placi Petri in
DMEM 1%o cu 20% ser fetal bovin, schimbarea de mediu pentru VIC izolate are loc o datd la 2
zile.

Pentru a obtine hidrogelul GP-1 este folosit un protocol adaptat; astfel, gelatina porcind
(GP) este dizolvatd in tampon fosfat pH 9-9.2 la 40°C la o concentratie finald de 10% (4-20%);
peste solutia obtinutd este adaugatd anhidridd metacrilicd de 94% 1in raport 0.04ml:1g gelatina,
adaugarea se face lent cu picdtura si agitare magnetica continui, reactia de substituire se realizeaza
timp de 1 ord la temperatura de 45°C pe agitator, inactivarea reactiei se face prin scdderea pH-
ului pand la pH4.5 addugind 3ml de HCI 1M la 50ml de solutie amestec, dupa inactivarea solutiei
de gelatind metacrilatd este ad&ugat antibiotic la o concentratie finald de 500U/ml peniciling,
500ug/ml streptomicind, 12.5pg/ml amfotericind B, amestecul este incubat timp de 30min la 37°C

si solutia obtinutd este transferata in saci de dializa sterili. Gelatina este dializata timp de 7 zile la
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37°C, in apa, protejatd de lumind si cu schimbarea apei de cel putin 3 ori pe zi. Dupa dializa,
gelatina este filtrata steril si pastrata la -80°C pand la liofilizare, care se realizeaza timp de 48 ore
la presiunea de 0.040 mbar si temperatura de -40°C. Gelatina liofilizata este dizolvatd in PBS 1x,
pH 7.4 la o concentratie de 10% m/v si este addugatd solutia de alginat de sodiu la o concentratie
{inald de 1%, omogenizarea se realizeaza timp de lh pe plita magneticd termostatatd la 37°C,
fotoinitiatorul Irgacure 2959, preparat proaspdt inainte de folosire, este dizolvat in alcool etilic
absolut cu concentratia finald de 10%, si este folosit in raport de 0.1%:1g gelatind metacrilata,
amestecarea se realizeaza timp de 30 de minute cu agitare continua pand la omogenizarea completa
a acestuia.

Hidrogelul GP-1 este amestecat cu o suspensie celulard de VIC la o densitate de 2*10°(1 -
10 *10%) celule/ml, pentru a nu interfera cu fotopolimerizarea, este folosit mediu fard fenol red,
amestecul de VIC si GP1 este incércat in seringa bioimprimantei. Dupa realizarea modelului
tridimensional prin extruderea pneumaticd sau depunerea in picdturd, urmeazad etapa de
fotopolimerizare a hidrogelului, care este realizatd cu ajutorul 1dmpii UV LED incorporate in
bioimprimantd, hidrogelul a fost expus timp de 60 secunde la o radiatie UV cu lungimea de unda
de 365nm si o putere de 280-300 mWatt/cm2. Fotoinitiatorul Irgacure este stimulat de radiatia UV
sl initiazd reactia de inretelare a gelatinei cu formarea de grupari metacriloil. Dupd reticulare,
constructii 3D sunt transferati in mediu de cultura DMEM 1%o glucoza (1 —4.5 %o glucozd) + 10%
(1-20%) ser fetal bovin + antibiotice si incubati timp de 24h la 37°C, timp in care alginatul de
sodiu este eliberat In mediu conferind gelului o structurd poroasd, propice dezvoltarii celulare.
Mediul de culturd a fost reinoit dupa 24 de ore pentru a inlatura resturile celulare si1 alginatul de
sodiu.

Etapele de caracterizare a celulelor in modelul 3D de foitd valvulara bioprintabild constatd
faptul cd la 7 zile de la Insdmantarea VEC se observad un strat confluent de celule endoteliale
valvulare la suprafata modelului 3D si formarea unei retele de VIC la interior. Pentru vizualizarea
filamentelor de actind, si astfel a populdrii cu celule dar si a morfologiei acestora in modelul 3D
de foitd valvulard se realizeaza fixarea si colorarea constructilor cu faloidind-rodamind, pentru asta
constructii 3D sunt fixati in PFA 4% (2-8%) pentru 4h la 4°C si permeabilizati cu Triton X-100
0.2% (0.05 -3%) timp de 10’ (5’-20). Dupa aceastd etapd urmeaza o incubare cu faloidina-
rodamina la o concentratie de 120 ng/ml in PBS pentru 40 (20- 60) minute la temperatura camerei,

apoi 3 spalari cu PBS pentru indepartarea faloidinei-TRITC nelegatd, urmeaza colorarea nucleilor
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celulelor cu DAPI, 3x spaldri cu PBS si vizualizarea la microscopul de fluorescentd, cu ajutorul
cdruia sunt achizitionate imagini de contrast de faza si fluorescent. VIC-urile incapsulate in gel
~ GP-1 au fenotip alungit, specific si formeaza o retea interconectatd, evidentiatd de filamentele de
actind care delimiteaza forma celulelor - coloratia rosie, ceea ce sugereazd cid VIC-urile sunt
compatibile cu hidrogelul GP-1 folosit. VEC Insdmaéntate pe construct prolifereaza si formeaza un
monostrat pe hidrogel.

Pentru analiza imunohistochimicd a modelului 3D de valva bioprintabild, constructii sunt
inclusi in mediu OCT - optimal cutting temperature medium si sectionati, dupd ce sunt mentinuti
in culturd pentru 14 zile, constructii sunt incubati in solutie 4% (2-8%) PFA - paraformaldehida
preparatd in tampon fosfat 0.1 M, pH 7.4 timp de 24h la 4°C, apoi spélati In tampon fosfat 0.1N,
urmeaza crioprotectia in solutii succesive de glicerol: 5%, 15 minute, temperatura camerei; 10%,
1h, 4°C; 20% , peste noapte, 4°C, 50% (1h, 4°C) si stocarea in glicerol 50% la -20°C péana la
includerea in OCT si sectionarea la criotom. In vederea sectionarii, sunt parcurse urmitoarele
etape: aducerea la 4°C a constructului, 6 spalari a cate 15 minute in solutie 3% sucroza preparatd
in tampon fosfat 0.1M, includerea in OCT timp de 30 minute, la temperatura camerei $1 inghetarea
rapidd in azot lichid, pentru obtinerea sectiunilor de construct pe lame. Blocurile inghetate se
montaza pe holder cu solutie OCT, din fiecare proba se colecteazd mai multe sectiuni pe lame
SuperFrost, tratate cu poli-L-lizing, la o grosime de 5-7pum, lamele fiind apoi incubate timp de 30
minute la o temperaturd de 37°C si pastrate in cutii speciale la -20°C, pana la analiza microscopica.
Pentru marcarea sectiunilor cu anticorp: lamele cu sectiuni sunt mai intai aduse la temperatura
camerel, timp de 5-10 minute, urmeaza uscarea sectiunilor la 37°C timp de 1h si fixarea in acetona
rece (-20°C) timp de 5 minute, sectiunile sunt spalate In PBS in atmosferd umeda (3 spalari/s
minute) si incubate In tampon de blocare timp de 30 minute, urmeaza incubarea in anticorpul
primar peste noapte la 4°C in atmosfera umeda, spélarea cu PBS, incubarea in anticorpul secundar
cuplat cu florocrom, spalarea sectiunilor de tesut cu PBS si cu apé distilata si includerea in solutie
de montare care contine DAPI, pentru marcarea nucleilor. Sectiunile obtinute din constructi sunt
vizualizate la microscopul inversat de fluorescentd, sectiunile obtinute sunt examinate pentru a
evidentia expresia markerilor specifici pentru celule endoteliale CD31 si1 vWF, care sunt asociate
cu monostratul exterior de VEC de pe constructul 3D, pentru a evidentia celulele valvulare
interstitiale din modelul 3D au fost utilizati anticorpi specifici pentru vimentina - marker pentru

celulele interstitiale ne-activate si FSP-1, marker pentru celule de tip fibroblast. FSP-1 este
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localizat in principal in interiorul constructului, zona populatd de VIC iar vimentina este localizata

atdt in interior cit si pe marginea constructului tridimensional la 14 zile.

Pentru a testa functionalitatea constructului 3D obtinut pentru calcificarea valvei aortice,
acesta a fost expus la stimuli osteogenici — mediu control suplimentat cu 10 mM B-glicerolfosfat,
10 ng/mL acid ascorbic, and 10®*M dexametazond, timp de: 14 zile (14-21 zile), pentru a identifica
depozitele de calciu de la nivelul modelului tridimensional de foita valvulard, s-a realizat colorarea
cu Alizarin Red, in acest scop, constructii au fost fixati cu paraformaldehidd (PFA) 4% la 37 °C,
timp de 2 ore (1-3 ore), s-au realizat apoi 3 spdldri cu PBS, urmate de incubarea constructilor cu o
solutie de Alizarin Red de concentratie 2% timp de 10 minute ; pentru indepartarea excesului de
colorant, constructii au fost spélati cu PBS de trei ori; in scopul cuantificarii gradului de calcifiere,
s-a realizat eliberarea colorantului in mediu prin incubarea constructilor timp de 1 ord in acid acetic
10%. Neutralizarea acidului acetic s-a facut cu o solutie de 10% hidroxid de amoniu (raport 1:1),
iar mediul rezultat a fost cuantificat spectrofotometric prin citirea absorbantei la 405 nm, valorile
acesteia fiind direct proportionale cu nivelul depozitelor de calciu din constructi.

Procedeu de obtinere a unui model 3D de foitd valvulard bioprintabild prezintd urmatoarele

avantaje :

1. Modelul de foitd produs contine celule umane valvulare, interstitiale valvulare (VIC) in
interior, si endoteliale valvulare la suprafatd, asigurad astfel, atat structura stratificatd a
foitei valvulare aortice cat si comunicarea intercelulard care are loc In valvele native.

2. Oferd un réspuns celular in vitro similar cu cel din valva umand dar $i un raspuns

asemanator celui patologic atunci cind este expus de exemplu conditilor osteogenice.

3. Modelul propus poate fi bioprintat, folosind o imprimanta 3D dotatd cu extruder, sau turnat
in matrice/vas cu forma predefinita.

4. Se poate realiza si din alte tipuri de bioink-uri (dezvoltate in laborator sau comerciale) si
care pot prezenta variante diferite de reticulare: reticulare ionicd, covalentd initiatd prin
expunere la UV-Vis, auto-asamblabile sau reticulate enzimatic.

5. Aceastd inventie prezintd potential pentru a fi implementata si aplicatd in: dezvoltarea de
terapil tintite pentru calcificarea valvei aortice; verificarea unor compusi activi existenti cu
potential farmacologic; obtinerea unui model 3D in vitro pentru studii de medicind
regenerativa cu aplicatii in transplantul de valvé, eliminarea partiald a numarului mare de

modele in vivo folosite In studii si in dezvoltarea terapiilor in bolile valvei aortice.
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Se da In continuare un exemplu de realizare al inventiei in legatura cu figurile 1- 12, care
reprezinta:

Figura 1. Valva aortica deschisa (stangd) sau inchisa (dreapta) -

Figura 2. Structurd simplificatd a foitei aortice umane. In stinga este prezentati o sectiune
transversald schematicid prin foita valvulard aorticd necoronard. in dreapta este prezentatd
organizarea triplu strat a matricei extracelulare cu localizarea celulelor endoteliale valvulare
aortice (VEC), care captusesc tesutul valvular pe ambele parti, si a celulelor valvulare interstitiale
(VIC). La nivelul celor trei straturi (fibrosa, spongiosa si ventricularis) sunt prezente celule
valvulare interstitiale care secretd molecule de matrice carecteristice fiecdrui strat (fibre de
colegen, proteoglicani respectiv elastind).

Figura 3. Imagine de microscopie (contrast de fazd) a celulelor endoteliale valvulare umane
izolate din valva si multiplicate in culturd (imagini achizitionate la diferite mariri: A - 4x, B - 10x
si C -40x).

Figura 4. Jmagine de microscopie (contrast de fazd) a celulelor interstitiale valvulare umane
izolate din valva si multiplicate in culturd (imagini achizitionate la diferite mariri: A - 4x, B - 20x
si C - 40x).

Figura 5. Imagini de microscopie de fluorescentd -stanga si contrast de fazd -dreapta, a VIC
marcate cu vimentind (A) si a-SMA (B) si a VEC marcate cu vWF (C); imagini preluate la marirea
40x.

Figura 6. Design-ul constructilor in BioCAD.

Figura 7. Codul G si interfata de lucru a bioimprimantei 3D Discovery

Figura 8. A - Schema procedeului de obtinere a modelului 3D de foita valvulara bioprintabila.
Figura 9. Morfologia VIC si VEC in modelul 3D de valva aortica. A si B — celule endoteliale
valvulare pe modelul 3D bioprintabil de valva aortic3, imagini de microscopie in contrast de faza
(marire 10x si 40x). C — celule interstitiale valvulare in interiorul modelului 3D bioprintabil de
valva aorticd, imagine de microscopie in contrast de faza (marire 10x). D si E — Morfologia VEC
(D) si VIC (E) observatd prin colorare cu faloidind pentru evidentierea filamentelor de actind
(rosu), colorarea cu DAPI pentru evidentierea nucleilor (albastru).

Figura 10. Markeri specifici pentru VIC si VEC In modelul 3D de valva aorticd. Imagini de
imunofluorescentd pentru markeri de VEC (A) si VIC (B) in constructii 3D cu VIC incapsulate in

hidrogel si VEC la suprafatd (sectiuni transversale) dupd 14 zile de culturd. Albastrul indica nucleii
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coloraticcc cu DAPI, rosu indicd CD31, verde indicd FSP-1, vimentina si VWF dupa cum este

precizat 1dngd imagini. Controlul cu Alexa si FITC reprezintd sectiuni incubate doar cu anticorpul
~secundar fluorescent. Bara de scala reprezinta 200 um. )

Figura 11. Viabilitatea celulelor in modelul 3D de valva aortica bioprintabila. Procentul (%) de

celule vii cuantificat prin testul de citotoxicitate Live/Dead dupa 7, 14 si 21 de zile de culturi.

Simbolurile ***p<0.001, ****p<0.0001 indicd o crestere semnificativd a numarului de celule la

14 51 21 de zile comparativ cu 7 zile.

Figura 12. Mediul osteogenic activeazd VIC in constructii 3D. Coloratia cu Alizarin Red a fost

folositd pentru a evidentia centrii de calcificare formati de celule fie in constructi cu VIC la interior

si VEC la exterior (v-v), fie in constructi doar cu VIC incapsulate in interior, dupd 14 zile de

culturi. In imaginile de jos se observd cdte un construct reprezentativ din fiecare conditie.

Reprezentarea graficd a nivelului absorbantei pentru constructii mentinuti In conditil normale

comparativ cu cei mentinuti in mediu osteogenic. N =3, **p < 0.01, ****p < 0.0001.

Exemple de realizare a procedeului conform inventiei:

In cele ce urmeaza sunt date exemple concrete care arati cum poate fi implementati si aplicati

inventia astfel:

Intr-o prima etapa este necesar a se stabili materialele si echipamentele necesare procedeului.

1) Materiale si echipamente folosite pentru obtinerea inventiei

Materiale

- alginat de sodiu din alge brune cu viscozitate medie 15-25cps, 2% (25°C) (Sigma, cod nr. W-

201502);

- gelatind porcind de tip A - derivatd dupa hidroliza acida a pielii de porc, avand véscozitatea de

aproximativ 300, conform test Bloom, masa moleculara de aprox. 75.000-100.000Da (Sigma, cod

ar. G-1890);

- amestec de colagenaze izoformele I si II din Clostridium histolyticum si de Dispaza- proteaza

neutrd obtinutd din Bacillus polymyxa — Liberase, (Sigma, cod nr. 05 401 054 001);

- solutie tampon fosfat de sodiu salin 1x (PBS: 137mM clorura de sodiu, 2.7mM clorura de potasiu,

10mM fosfat disodic, 1.8mM fosfat de potasiu monobazic) pH 7.2 - 7.4 la temp. 25°C;

- anhidridd metacrilicd 94-98% (Sigma, cod nr. 276685);

- antibiotic: peniciling, streptomicind si amfotericind B; solutie de 100x - 10.000U/ml penicilina si

10mg/ml streptomicind, Amfotericind B 25ug/ml (Gibco, cod nr.15240062);
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- sac pentru dializa din celuloza cu pori de 10.000-14.000kDa;

- fotoinitiator Irgacure2959 - 2-Hidroxi-4'-(2-hidroxietoxi)-2-metilpropiofenona (Sigma, cod
nr.410896);

- Liberaza (Liberase DH Research Grade nr de catalog: 05 401 054 001);

- mediu de culturda DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium 1 mg/ml glucoza (Gibco, cat nr.
11885084) suplimentat cu SFV- ser fetal bovin 10% (Gibco, cat nr.10270);

- consumabile sterile pentru culturi celulare;

Echipamente folosite

Pentru bio-printarea modelului 3D de foitd valvulard a fost folositd bioimprimanta 3D Discovery
de la RegenHU. Pentru intretinerea culturilor celuiare si a constructului bioprintat a fost utilizat un
incubator - Thermo scientific cu umidificare si o concentratie a COz de 5% si o hotd de flux laminar
pentru lucru in conditii aseptice. Pentru pregétirea hidrogelului a fost utilizatd o plita termostatata
cu agitaré magnetica.

2) Intr-o succesiune de etape de inceput ale procedeului are loc obtinerea si caracterizarea
celulelor valvulare umane utilizate in modelul de foitd valvulara

Celulele valvulare umane au fost izolate din valve umane (obtinute In urma interventiilor
chirurgicale). Toate materialele necesare izolarii de celule au fost sterilizate in prealabil.

Pentru izolarea VEC, foitele de valva aortica au fost spélate cu PBS steril, rece apoi supuse reactiei
de digestie enzimaticd in colagenazd 600U/ml (400-800U/ml) pentru 5’ in incubator, la 37°C.
Suspensia celulara rezultatd a fost centrifugatd pentru 7°, 1050 rpm, 24°C. Sedimentul rezultat a
tost cultivat pe placi de cultura tip Petri acoperite cu gelatind porcind 1% in mediu EGM-2 (Lonza,
cod. nr. CC-4176; mediu special pentru cultivarea celulelor endoteliale, care contine heparind si
factori de crestere, cum ar fi: FGF, VEGF, IGF, EGF) cu 20% (10-20%) ser fetal bovin si
antibiotice penicilind 100U/ml si streptomicind 100ug/ml. Operatiunea se repetd de 2 ori pentru
extragerea a cat mai multe VEC. Celulele au fost monitorizate si mediul a fost schimbat o datd la
doua zile. VEC-urile la pasajul 4-7 au folosite in modelul 3D (Figura 3).

Pentru izolarea VIC, foita valvulard a fost in continuare supusd digestiei enzimatice cu 520U/ml
de Liberaza (Liberase DH Research Grade nr de catalog: 05 401 054 001), pentru un timp mai
indelungat. Suspensia rezultatd dupa 4-5 ore de digestie, a fost centrifugatd pentru 7°, 300g, 24°C;
iar sedimentul celular obtinut a fost cultivat in placi Petri in DMEM cu 20% (10-20%) ser fetal

bovin si antibiotice penicilind 100U/ml si streptomicind 100ug/ml.
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Digestia enzimaticd a tesutului rdmas, a fost continuati peste noapte cu Liberazd, urménd
insaméantarea celulelor obtinute in DMEM 1%o + 20% ser fetal bovin. Celulele recoltate au fost
insdmantate in placi Petri in DMEM 1%o cu 20% ser fetal bovin. Schimbarea de mediu pentru VIC
izolate a avut loc o datd la 2 zile (Figura 4).

Fenotipul acestor celule a fost analizat si confirmat prin microscopie de fluorescentd. Rezultatele
obtinute aratd cd VIC-urile izolate din valve umane prezintd markerii de celule mezenchimale
vimentind si a-SMA (Figura 5 A si B) iar VEC-urile prezintd markerul endotelial von Wilebrand
factor (vWF) (Figura 5 C).

3) Urmeazd o altd serie de etape in vederea obtinerii hidrogelului GP-1 necesar modelului
bioprintabil

Pentru a obtine hidrogelul GP-1 a fost folosit un protocol adaptat (dupa Lee et al., 2016). Astfel,
gelatina porcind (GP) a fost dizolvatd in tampon fosfat pH 9-9.2 la 40°C la o concentratie finald
de 10% (4-20%). Peste solutia obtinutd a fost addugatd anhidridd metacrilicd de 94% 1n raport
0.04ml:1g gelatind. Adaugarea s-a facut lent cu picdtura si agitare magnetica continud. Reactia de
substituire s-a realizat timp de 1 ord la temperatura de 45°C pe agitator. Inactivarea reactiei s-a
efectuat prin scdderea pH-ului pana la pH4.5 addugand 3ml de HCI 1M la 50ml de solutie amestec.
Dupa inactivarea solutiei de gelatind metacrilata a fost addugat antibiotic la o concentratie finald
de 500U/ml penicilina, 500pg/ml streptomicind, 12.5pg/ml amfotericind B. Amestecul a fost
incubat timp de 30min la 37°C si solutia obtinuta a fost transferatd in saci de dializa sterili.
Gelatina a fost dializatd timp de 7 zile la 37°C in ap4, protejatd de lumind si cu schimbarea apei de
cel putin 3 ori pe zi. Dupd dializa, gelatina a fost filtratd steril si pastrata la -80°C pana la liofilizare.
Liofilizarea s-a realizat timp de 48 ore la presiunea de 0.040 mbar si temperatura de -40°C.
Gelatina liofilizata a fost dizolvatd in PBS 1x, pH 7.4 la o concentratie de 10% m/v si a fost
adaugatd solutia de Alginat de sodiu la o concentratie finala de 1%; omogenizarea s-a realizat timp
de 1h pe plitd magnetica termostatatd la 37°C.

Fotoinitiatorul Irgacure 2959, preparat proaspat inainte de folosire, a fost dizolvat in alcool etilic
absolut cu concentratia finald de 10%, si a fost folosit In raport de 0.1%:1g gelatind metacrilata.
Amestecarea s-a realizat timp de 30 de minute cu agitarea continud pana la omogenizarea completa
a acestuia.

4) Procedeul implicd realizarea unui design al modelului bioprintabil in BioCAD
-7
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Pentru realizarea modelului 3D bioprintat s-a folosit bio-imprimanta 3DDiscovery de la RegenHU.
Aceasta bioimprimanta este construitd pentru cercetare si dezvoltare i prezinta 4 capete de printare
diferite folosind fie printarea prin extruzie pneumaticd, fie In picaturd cu ajutorul unei duze care
prezintd o microvalva. Pentru a functiona este necesard introducerea unui cod G care determin#
miscarea capului de printare. Desenul modelului bioprintabil si generarea codului G s-a realizat ¢
ajutorul pachetului software BioCAD realizat de producétorii bioimprimantei.

Modelul bioprintabil final a avut o formd de disc cu diametrul de 14mm si o Indltime de
aproximativ 1 mm, realizat din 3-4 straturi de hidrogel in functie de diametrul seringilor de printare
(in cazul printdrii prin extruzie) sau de frecventa picéturilor (in cazul utilizérii duzelor cu valva de
deschidere). Fiecare strat a fost proiectat ca o serie de randuri orizontale sau verticale, constructul
formand un grilaj cu ochiuri pentru o mai bund infiltrare a mediu de culturd (Figura 6).
Dimensiunea modelului a fost limitatd de utilizarea unor placi de culturd standard, de 24 de
godeuri, 1nsd aceasta poate {1 modificatd in functie de aplicatiile specifice.

Odatd realizat desenul tri-dimensional cu ajutorul BioCAD acesta a fost transformat in cod G
pentru a putea fi utilizat de bioimprimanta (Figura 7).

5) Urmeazd cele mai importante etape ale procedeului de obtinere a modelului 3D de foitd
valvulard pentru dezvoltarea de strategii terapeutice.

Hidrogelul GP-1 a fost amestecat cu suspensia celulard de VIC la o densitate de 2*10° celule/ml.
Pentru a nu interfera cu fotopolimerizarea, s-a fost folosit mediu fara fenol red. Amestecul de VIC
s1 GP1 a fost Incarcat In seringa bioimprimantei. Printarea s-a realizat la o vitezd de 1000mm/min
la o presiune optimd de curgere. Dupd realizarea modelului tridimensional prin extruderea
pneumaticd sau depunerea in picaturd, a urmat etapa de fotopolimerizare a hidrogelului.

Aceasta fotopolimerizare a fost realizata cu ajutorul lampii UV LED incorporate in bioimprimanta
3D Discovery. Hidrogelul a fost expus timp de 60 secunde la o radiatie UV cu lungimea de unda
de 365nm si o putere de 280-300mWatt/cm2, parametrii demonstrati anterior c¢d nu afecteaza
celulele. Fotoinitiatorul Irgacure este stimulat de radiatia UV si initiaza reactia de inretelare a
gelatinei cu formarea de grupari metacriloil.

Dupd reticulare constructii 3D au fost transferati in mediu de cultura DMEM 1%, glucoza (1 — 4.5
%o glucoza) + 10% (1-20%) ser fetal bovin + antibiotice si incubati timp de 24h la 37°C. Timp de

24 de ore alginatul de sodiu este eliberat in mediu (acesta nerealizdnd legaturi covalente cu gelatina
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metacrilatd) conferind gelului o structurd poroasd, propice dezvoltarii celulare. Mediul de culturd
a fost reinoit dupd 24 de ore pentru a inldtura resturile celulare si alginatul de sodiu.

Peste constructul 3D cu celule VIC incapsulate in interior au fost insaméntate celule VEC la
exterior, la o densitate de 8*107 de celule/cm?® (5-10*10% celule/cm?) si modelul 3D a fost mentinut
in incubatorul de culturi celulare la 37°C, 5% CO: (Figura 8). Dupi 48 de ore de la insdméantarea
celulelor endoteliale se observd un strat confluent de celule VEC la suprafata modelului 3D si
formarea unei retele celulare de VIC la interior. VIC la o densitate de 2*10° celule/mL au fost
amestecate cu hidrogelul GP-1 (10% gelatina porcind metacrilatd, 1% alginat si 0,5% foto-initiator
Irgacure). Bioprintarea si reticularea constructilor prin expunere la UV timp de 1 minut utilizidnd
bioimprimanta 3D Discovery (RegenHu). Dupi 24 de ore VEC (5x10°/cm?) au fost insimantate
pe constructi. B — Aspect macroscopic al constructilor dupd bioprintare si incubare in mediu de
culturd.

6) O altd serie de etape sunt cele de caracterizare a celulelor in modelul 3D de foitd valvulard
bioprintabila

a. Morfologia celulelor valvulare umane in modelul 3D

La 7 zile de la insdméantarea VEC s-a putut observa un strat confluent de celule endoteliale
valvulare la suprafata modelului 3D si formarea unei retele celulare interne de celule VIC la
interior (Figura 9 - A, B, C).

In vederea vizualizirii filamentelor de actin, si astfel a popularii cu celule dar si a morfologiei
celulelor in modelul 3D de foitd valvulard s-a realizat fixarea si colorarea constructilor cu
faloidind-rodamind. Pentru asta constructii 3D au fost fixati in 4% (2-8%) pentru 4h la 4°C si
permeabilizati cu Triton X-100 0.2% (0.05 -3%) timp de 10° (5°-20”). Dupd aceastd etapd a urmat
o incubare cu faloidinad-rodamind la o concentratie de 120 ng/ml in PBS pentru 40 (20- 60) minute
la temperatura camerei, apoi 3 spaladri cu PBS pentru indepartarea faloidinei-TRITC nelegata. A
urmat colorarea nucleilor celulelor cu DAPI, 3x spaldri cu PBS si vizualizarea la microscopul de
fluorescentd Olympus IX. Au fost achizitionate imagini de contrast de faza si fluorescenta utilizand
filtrul TRITC (rosu) si DAPI (albastru) cu ajutorul software-lui CellSense Dimensions 1.5
software© Olympus Corporation.

VIC-urile incapsulate in gel GP-1 au fenotip alungit, specific si formeaza o retea interconectata,

evidentiatd desfilamentele de actind (coloratia rosie) care delimiteaza forma celulelor (Figura 9 -
7 /
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E), ceea ce sugereaza c¢d VIC-urile sunt compatibile cu hidrogelul GP-1 folosit. VEC insaméntate
pe construct prolifereaza si formeaza un monostrat pe hidrogel (Figura 9 - D)

b. _  Expresia markerilor specifici VIC/VEC in modelul 3D » _ o
Pentru analiza imunohistochimica a modelului 3D de valva bioprintabild, constructii au fost inclusi
in mediu OCT (optimal cutting temperature medium) si sectionati la criotomul Leica CM1850.
Dupa ce au fost mentinuti in culturd pentru 14 zile, constructii au fost incubati in solutie 4% PFA
(paraformaldehidd) preparatd In tampon fosfat 0.1 M, pH 7.4 timp de 24h la 4°C, apoi spalati in
tampon fosfat 0.1N. A urmat crioprotectia in solutii succesive de glicerol: 5% (15 minute,
temperatura camerei), 10% (1h, 4°C), 20% (peste noapte, 4°C), 50% (lh, 4°C) si stocarea in
glicerol 50% la -20°C pani la includerea in OCT si sectionarea la criotom. In vederea sectiondrii,
au fost parcurse urmatoarele etape: aducerea la 4°C a constructului, 6 spéléri a cate 15 minute in
solutie 3% sucroza preparatd In tampon fosfat 0.1M, includerea in OCT timp de 30 minute, la
temperatura camerei si inghetarea rapida in azot lichid. Pentru obtinerea sectiunilor de construct
pe lame, blocurile inghetate au fost montate pe holder cu solutie OCT. Din fiecare probd s-a reusit
colectarea mai multor sectiuni pe lame SuperFrost, tratate cu poli-L-lizind, la o grosime de 5 -7pm.
Lamele au fost incubate timp de 30 minute la o temperaturd de 37°C si pastrate in cutii speciale la
-20°C, pana la analiza microscopica.

Pentru marcarea sectiunilor cu anticorp: lamele cu sectiuni au fost mai intai aduse la temperatura
camerel, timp de 5-10 minute. A urmat uscarea sectiunilor la 37°C timp de 1h si fixarea in acetona
rece (-20°C) timp de 5 minute. Sectiunile au fost spalate in PBS in atmosferd umeda (3 spalari/5
minute) §1 incubate in tampon de blocare timp de 30 minute. A urmat incubarea in anticorpul
primar peste noapte la 4°C in atmosferd umeda, spalarea cu PBS, incubarea in anticorpul secundar
cuplat cu florocrom, spalarea sectiunilor de tesut cu PBS si cu apa distilata si includerea in solutie
de montare care contine DAPI (pentru marcarea nucleilor celulari). Sectiunile obtinute din
constructi au fost vizualizate la microscopul inversat de fluorescentd Olympus.

Sectiunile obtinute au fost examinate pentru a evidentia expresia markerilor specifici pentru celule
endoteliale CD31 si vWF, care sunt asociate cu monostratul exterior de VEC de pe constructul 3D
(Figura 10 A). Pentru a evidentia celulele valvulare interstitiale din modelul 3D au fost utilizati
anticorpl specifici pentru vimentind - marker pentru celulele interstitiale ne-activate si FSP-1

marker pentru celule de tip fibroblast. FSP-1 a fost localizat in principal in interiorul constructului,
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zond populatd de VIC iar vimentina a fost localizatd atat in interior cat si pe marginea constructului
tridimensional la 14 zile, dupd cum se poate observa in Figura 10 B.

c. Viabiliatea celulard in modelul de foita valvulard bioprintatd .
Viabilitatea celulelor dupa procesul de incapsulare si insdmaniare in prezentul model a fost
investigata la 7, 14 si 21 de zile utilizand kitul de viabilitate Live/Dead kit (Invitrogen, Carlsbad,
CA) urmand instructiunile producatorului.

Dupé cum se poate observa in Figura 11, aproximativ 98% din celule au fost viabile dupa 7 zile.
La 14 si 21 de zile numarul de celule viabile din modelul 3D depdseste numarul de celule
incapsulate in construct la ziua 0. Aceste rezultate ne arata cd celulele sunt viabile si prolifereaza
in modelul de valva bioprintabila.

7) Evaluarea capacitdtii modelului 3D de foitd valvulard de a forma centrii de calcificare —
posibilitatea utilizdrii pentru studiul in vitro al calcificarii valvei aortice

Pentru a testa functionalitatea constructului 3D obtinut in prezenta inventie, ca model de studiu
pentru calcificarea valvei aortice, acesta a fost expus la stimuli osteogenici — mediu control
suplimentat cu 10mM B-glicerolfosfat, 10 ng/mL acid ascorbic, and 10°M dexametazoni, timp de
14 zile (14-21 zile). Pentru a identifica depozitele de calciu de la nivelul modelului tridimensional
de foitd valvulard, s-a realizat colorarea cu Alizarin Red. In acest scop, constructii au fost fixati cu
paraformaldehidd (PFA) 4% la 37 °C, timp de 2 ore (1-3 ore). S-au realizat apoi 3 spéldri cu PBS,
urmate de incubarea constructilor cu o solutie de Alizarin Red de concentratie 2% timp de 10
minute.

Pentru indepirtarea excesului de colorant, constructii au fost spilati cu PBS de trei ori. in scopui
cuantificarii gradului de calcifiere, s-a realizat eliberarea colorantului In mediu prin incubarea
constructilor timp de 1 ord in acid acetic 10%. Neutralizarea acidului acetic s-a facut cu o solutie
de 10% hidroxid de amoniu (raport 1:1), iar mediul rezuitat a fost cuantificat spectrofotometric
prin citirea absorbantei la 405 nm, valorile acesteia fiind direct proportionale cu nivelul depozitelor
de calciu din constructi (Figura 12).

Expunerea la mediu osteogenic a constructilor 3D a stimulat producerea de centrii de calcificare,
observatd printr-o crestere semnificativd a absorbantei, In urma coloratiei cu Alizarin Red, la
nivelul constructilor mentinuti in mediu osteogenic comparativ cu cei mentinuti in mediu normal.

Acest rezultat demonstreazad capacitatea celulelor interstitiale din interiorul modelului 3D de a se
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diferentia in celule aseméndtoare osteoblastelor, celule responsabile pentru formarea depozitelor
de calciu.

Totodata se observa o calcificare de aproximativ doud ori mai crescutd in cazul constructilor care
au avut numai VIC la interior comparativ cu cei care au fost insdmaéntati si cu VEC la exterior.
Aceste date demonstreazi capacitatea modelului de a raspunde la stimuli externi, posibilitatea de
a forma centrii de calcificare — aspect deosebit de important pentru studiul in vitro al calcificari
valvei aortice, dar si existenta unei comunicari inter-celulare intre VIC si VEC, ceea ce determind

un raspuns celular foarte apropiat de cel fiziologic.
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REVENDICARI:

L. Procedeu de obtinere a urui model 3D de foitd valvulard bioprintabila,
caracterizat prin accea ca pe suprafata a unui model 3D sunt pozitionate in monostrat celule VEC
si in tot volumul sunt distribuite sub forma de retea cclule VIC printr-o succesiune de etape, care
incep cu selectarea materialelor, urmeaza o serie de etape pentru obtinerea §i caracterizarea
celulelor valvulare umane utilizate, care incep cu izolarea celulelor VEC si VIC din valve
umane, in final VIC-urile izolate din valve umane prezintd markerii de celule mezenchimale
vimentind si a-SMA iar VEC-urile prezinta markerul endotelial von Wilebrand factor (vWF),
urmeazi etape pentru obtinerea hidrogelului GP-1 necesar realizarii unui model bioprintabil,
model care se contureaza initial prin realizarea unui desen tri-dimensional cu ajutorul unui
program software si care va transmite la finalizarea lui informatia la o bioimprimanta, prevazuta
cu 4 capete de printare diferite, in final modelul bioprintabil are o forma de disc cu diametrul de
14mm si o ndltime de aproximativ 1 mm, realizat din 3-4 straturi de hidrogel, fiecare strat fiind
proiectat ca o serie de randuri orizontale sau verticale, constructul formand un grilaj cu ochiuri
pentru o mai bund infiltrare a mediului de culturd, dimensiunea modelului a fost limitatd de
utilizarea unor placi de culturd standard, de 24 de godeuri, in etapele de realizare a modelului
3D de foita valvulara un amestec de suspensie celulard de VIC la o densitate de 1 - 10*10°
celule/ml se amesteca cu GP-1, care se incarcd 1n seringd bioimprimantei, urmeaza printarea si o
etapa de fotopolimerizare a hidrogelului, dupa reticulare constructii 3D sunt transferati in mediu
de cultura DMEM 1| — 4.5 %o glucoza + 1-20% ser fetal bovin + antibiotice si incubati timp de
24h la 37°C, mediul de cultura este reinoit dupad 24 de ore pentru a inldtura resturile celulare si
alginatul de sodiu, peste constructul 3D cu celule VIC incapsulate in interior sunt insdmantate
celule VEC la exterior, la o densitate 5-10%10* celule/cm” si modelul 3D este mentinut in
incubatorul de culturi celulare la 37°C, 5% CO, dupd 48 de ore de la insamaéntarea celulelor
endoteliale se observa un strat confluent de celule VEC la suprafata modelului 3D si formarea
unei retele celulare interne de celule VIC la interior; urmeza o serie de etape de caracterizare si
analiza celulelor in modelul 3D de foitd valvulard bioprintabild; ultimele etape fiind de evaluare
a capacitatii modelului 3D de foitd valvulard de a forma centrii de calcificare si posibilitatea

utilizarii pentru studiul in vitro al calcificérii valvei aortice
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2. Procedeu de obtinere a unui model 3D de foitd valvulara bioprintabild, conform
cu revendicarea 1, caracterizat prin accea ca materialele selectate necesare sunt din categoria:
alginat de sodiu din alge brune cu viscozitate medie 15-25¢ps, 2% (25 C); gelatind porcina de tip
A - derivatd dupa hidroliza acidd a pielii de porc, avidnd véscozitatea de aproximativ 300,
conform test Bloom, masd moleculard de aprox. 75.000-100.000Da; amestec de colagenaze
izoformele I si II din Clostridium histolyticum si de Dispaza - proteaza neutra obtinutd din
Bacillus polymyxa — Liberase; solutie tampon fosfat de sodiu salin 1x (PBS: 137mM clorurd de
sodiu, 2.7mM clorura de potasiu, 10mM fosfat disodic, 1.8mM fosfat de potasiu monobazic, pH
7.2 - 7.4 la temp. 25°C; anhidridd metacrilicd 94-98%; antibiotic: penicilind, streptomicind si
amfotericina B; solutie de 100x - 10.000U/ml penicilina si 10mg/ml streptomicind, amfotericind
B 25ug/ml; sac pentru dializd din celuloza cu pori de 10.000-14.000kDa; fotoinitiator
Irgacure2959 - 2-Hidroxi-4'-(2-hidroxietoxi)-2-metilpropiofenond ; liberaza; mediu de culturad
DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium 1 mg/ml glucozé, suplimentat cu SFV- ser fetal
bovin 1-20%; consumabile sterile pentru culturi celulare.

3. Procedeu de obtinere a unui model 3D de foitd valvulara bioprintabili, conform
cu revendicdrile 1 si 2, caracterizat prin accea cd pentru intretinerea culturilor celulare si a
constructului bioprintat se utilizeaza un incubator cu umidificare si o concentratie a CO, de 5%
si 0 hota de flux laminar pentru lucru in conditii aseptice iar pentru pregatirea hidrogelului se
utilizeazd o plita termostatatd cu agitare magnetica.

4. Procedeu de obtinere a unui model 3D de foitd valvulara bioprintabild, conform
cu revendicdrile 1, 2 si 3, caracterizat prin accea ca pentru izolarea VEC, foitele de valva aortica
sunt spdlate cu PBS steril, rece apoi supuse reactiei de digestie enzimaticd in colagenazi 4G0-
800U/ml pentru 5’ 1n incubator, la 37°C, suspensia celulara rezultatd este centrifugata pentru 7°,
1050 rpm, 24°C, sedimentul rezultat este cultivat pe pldci de culturd tip Petri acoperite cu
gelatind porcind 1% 1n mediu EGM-2, mediu special pentru cultivarea celulelor endoteliale, care
contine heparind si factori de crestere, de tip FGF, VEGF, IGF, EGEF, cu 20% (10-20%), ser fetal
bovin si antibiotice penicilind 100U/ml si streptomicind 100ug/ml, operatiunea se repetd de 2 ori
pentru extragerea a cat mai multe VEC, celulele sunt monitorizate si mediul este schimbat o datd
la doua zile.

5. Procedeu de obtinere a unui model 3D de foitd valvulara bioprintabild, conform

cu revendicarile 1-4, caracterizat prin accea ca pentru izolarea VIC, foita valvulard este in
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continuare supusd digestiei enzimatice cu 400-800U/ml de Liberaza, pentru un timp mai
indelungat, suspensia rezultatd dupd 4-5 ore de digestie, este centrifugatd pentru 7°, 300g, 24°C;
iar sedimentul celular obtinut este cultivat in placi Petri in DMEM cu 10-20%, ser fetal bovin si
antibiotice penicilind 100U/ml si streptomicind 1001g/ml, digestia enzimaticd a tesutului ramas
este continuatd peste noapte in Liberaza, urmand insamantarea celulelor obtinute in DMEM 1 —
4.5 %o glucoza + 1-20% ser fetal bovin; schimbarea de mediu pentru VIC izolate are loc o data la
2 zile.

6. Procedeu de obtinere a unui model 3D de foitd valvulara bioprintabila, conform
cu revendicdrile 1-5, caracterizat prin accea cd pentru a obtine hidrogelul GP-1 este folosit un
protocol adaptat, astfel, gelatina porcind GP este dizolvatad in tampon fosfat pH 9-9.2 1a 40°C la o
concentratie finald de (4-20%), peste solutia obtinuta este adaugatd anhidridd metacrilica de 94%
in raport 0.04ml:1g gelatind, addugarea se face lent cu picatura si agitare magneticd continud,
reactia de substituire se realizeaza timp de 1 ord la temperatura de 45°C pe agitator, inactivarea
reactiei se face prin scaderea pH-ului pana la pH4.5 addugand 3ml de HCI 1M la 50ml de solutie
amestec, dupd inactivarea solutiei de gelatind metacrilatd este addugat antibiotic la o concentratie
finala de 500U/ml penicilina, 500ug/ml streptomicind, 12.5ug/ml amfotericind B, amestecul este
incubat timp de 30min la 37°C si solutia obtinutd este transferatd in saci de dializd sterili,
gelatina este dializata timp de 7 zile la 37°C 1n api, protejatd de lumind si cu schimbarea apei de
cel putin 3 ori pe zi, dupad dializd, gelatina este filtratd steril si pastratd la -80°C pana la
liofilizare, care se realizeaza timp de 48 ore la presiunea de 0.040 mbar si temperatura de -40°C,
gelatina liofilizatd este dizolvata in PBS 1x, pH 7.4 la o concentratie de 10% m/v si este addugata
solutia de Alginat de sodiu la o concentratie finald de 1% omogenizarea se realizeaza timp de 1h
pe plitd magneticd termostatatd la 37°C, fotoinitiatorul Irgacure 2959, preparat proaspat inainte
de folosire, este dizolvat in alcool etilic absolut cu concentratia finald de 10%, si este folosit in
raport de 0.1%:1g gelatind metacrilatd, amestecarea se realizeazd timp de 30 de minute cu
agitarea continud pana la omogenizarea completd a acestuia.

7. Procedeu de obtinere a unui model 3D de foitd valvulara bioprintabild, conform
cu revendicarile 1-6, caracterizat prin accea cd hidrogelul GP-1 este amestecat cu o suspensie
celulard de VIC la o densitate de 1 - 10%*10° celule/ml, pentru a nu interfera cu fotopolimerizarea,
este folosit medmu fara fenol red, amestecul de VIC si GPl este incdrcat in seringa

bioimprimantei, dupd realizarea modelului tridimensional prin extruderea pneumaticid sau
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depunerea in picaturd, urmeaza etapa de fotopolimerizare a hidrogelului, care este realizatd cu
ajutorul ldmpii UV LED incorporate In bioimprimanta, hidrogelul a fost expus timp de 60
secunde la o radiatie UV cu lungimea de unda de 365nm si o putere de 280-300mWatt/cm2,
fotoinitiatorul Irgacure este stimulat de radiatia UV si initiaza reactia de inretelare a gelatinei cu
formarea de grupari metacriloil, dupd reticulare constructii 3D sunt transferati in mediu de
culturd DMEM 1 — 4.5 %o glucoza + 1-20% ser fetal bovin + antibiotice si incubati timp de 24h
la 37°C, timp in care alginatul de sodiu este eliberat in mediu conferind gelului o st:ucturd
poroasd, propice dezvoltarii celulare. Mediul de culturad a fost reinoit dupa 24 de ore pentru a
inlatura resturile celulare si alginatul de sodiu.

8.  Procedeu de obtinere a unui model 3D de foita valvulara bioprintabila, conform
cu revendicdrile 1-7, caracterizat prin accea ca in etapele de caracterizare a celulelor in modelul
3D de foita valvulard bioprintabild se constatd faptul cd la 7 zile de la Insamantarea VEC se
observd un strat confluent de celule endoteliale valvulare la suprafata modelului 3D si formarea
unei retele celulare interne de celule VIC la interior, pentru vizualizarea filamentelor de actind, si
astfel a populdrii cu celule dar si a morfologiei celulelor in modelul 3D de foitd valvulara se
realizeaza fixarea si colorarea constructilor cu faloidina-rodamind, pentru asta constructii 3D
sunt fixati in PFA 2-8% pentru 4h la 4°C si permeabilizati cu Triton X-100 0.05 -3% timp de 5°-
20’, dupd aceastd etapd urmeaza o incubare cu faloidina-rodamind la o concentratie de 120 ng/ml
in PBS pentru 20- 60 minute la temperaturd camerei, apoi 3 spdldri cu PBS pentru indepartarea
faloidinei-TRITC nelegatd, urmeaza colorarea nucleilor celulelor cu DAPI, 3x spdlari cu PBS si
vizualizarea la microscopul de fluorescentd, sunt achizitionate imagini de contrast de faza si
fluorescentd, VIC-urile Incapsulate in gel GP-1 au fenotip alungit, specific si formeaza o retea
Interconectatd, evidentiatd de filamentele de actind coloratia rosie, care delimiteazd forma
celulelor, ceea ce sugereazd cd VIC-urile sunt compatibile cu hidrogelul GP-1 folosit. VEC
insamantate pe construct prolifereaza si formeaza un monostrat pe hidrogel.

9.  Procedeu de obtinere a unui model 3D de foita valvulara bioprintabila, conform
cu revendicarile 1-8, caracterizat prin accea ca pentru analiza imunohistochimicd a modelului 3D
de valvad bioprintabild, constructii sunt inclusi in mediu OCT - optimal cutting temperature
medium si sectionati. Dupa ce sunt mentinuti in culturd pentru 14 zile, constructii sunt incubati
in solutie 2-8% PFA -paraformaldehida preparatd in tampon fosfat 0.1 M, pH 7.4 timp de 24h la

4°C, apoi spélati in tampon fosfat 0.1N, urmeaza crioprotectia in solutii succesive de glicerol:
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5%, 15 minute, temperatura camerei, 10% (1h, 4°C), 20%, peste noapte, 4°C, 50% (1h, 4°C) si
stocarea in glicerol 50% la -20°C pana la includerea in OCT si sectionarea la criotom. In vederea
sectiondrii, sunt parcurse urmaitoarele etape: aducerea la 4°C a constructului, 6 spélari a céte 15
minute 1n solutie 3% sucrozad preparatd in tampon fosfat 0.1M, includerea in OCT timp de 30
minute, la temperatura camerei si inghetarea rapida in azot lichid, pentru obtinerea sectiunilor de
construct pe lame, blocurile inghetate se monteaza pe holder cu solutiec OCT, din fiecare proba se
colecteaza mai multe sectiuni pe lame SuperFrost, tratate cu poli-L-lizina, la o grosime de 5 -
7um, lamele fiind incubate timp de 30 minute la o temperaturd de 37°C si pastrate in cutii
speciale la -20°C, pana la analiza microscopicd, pentru marcarea sectiunilor cu anticorp: lamele
cu sectiuni au fost mai intai aduse la temperatura camerei, timp de 5-10 minute, urmeaza uscarea
sectiunilor la 37°C timp de 1h si fixarea in acetona rece (-20°C) timp de 5 minute, sectiunile sunt
spalate in PBS in atmosferd umeda (3 spaldri/S minute) si incubate in tampon de blocare timp de
30 minute, urmeaza incubarea in anticorpul primar peste noapte la 4°C In atmosferd umeda,
spalarea cu PBS, incubarea in anticorpul secundar cuplat cu florocrom, spalarea sectiunilor de
tesut cu PBS si cu apd distilatd si includerea in solutie de montare care contine DAPI, pentru
marcarea nucleilor, sectiunile obtinute din constructi sunt vizualizate la microscop inversat de
fluorescentd, sectiunile obtinute sunt examinate pentru a evidentia expresia markerilor specifici
pentru celule endoteliale CD31 si vWF, care sunt asociate cu monostratul exterior de VEC de pe
constructul 3D, pentru a evidentia celulele valvulare interstitiale din modelul 3D au fost utilizati
anticorpi specifici pentru vimentind - marker pentru celulele interstitiale ne-activate si FSP-1,
marker pentru celule de tip fibroblast. FSP-1 este localizat in principal in interiorul constructului,
zond populatd de VIC iar vimentina este localizatd atdt in interior cit $i pe marginea
constructului tridimensional la 14 zile.

10.  Procedeu de obtinere a unui model 3D de foita valvulard bioprintabild, conform
cu revendicarile 1-9, caracterizat prin accea ca pentru a testa functionalitatea constructului 3D
obtinut pentru calcificarea valvei aortice, acesta este expus la stimuli osteogenici — mediu control
suplimentat cu 10 mM P-glicerolfosfat, 10 ng/mL acid ascorbic, and 10®*M dexametazona, timp
de 14-21 zile, pentru a identifica depozitele de calciu de la nivelul modelului tridimensional de
foitd valvulard, s-a realizat colorarea cu Alizarin Red, in acest scop, constructii au fost fixati cu
paraformaldehidd (PFA) 4% la 37 °C, timp de 1-3 ore, s-au realizat apoi 3 spalédri cu PBS,

urmate de incubarea constructilor cu o solutie de Alizarin Red de concentratie 2% timp de 10
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minute, pentru indepartarea excesului de colorant, constructii au fost spalati cu PBS de trei ori, in
scopul cuantificdrii gradului de calcifiere, s-a realizat eliberarea colorantului in mediu prin
incubarea constructilor timp de 1 ord in acid acetic 10%; neutralizarea acidului acetic s-a facut cu
o solutie de 10% hidroxid de amoniu (raport 1:1), iar mediul rezultat a fost cuantificat
spectrofotometric prin citirea absorbantei la 405 nm, valorile acesteia fiind direct proportionale

cu nivelul depozitelor de calciu din constructi.
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