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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unui
hidrogel functionalizat utilizat in medicina regenerativa
a miocardului deteriorat post infarct miocardic (IM).
Procedeul, conform inventiei, constd Tn etapele:
decelularizarea miocardului murin sau porcin prin soc
hipotonic, extractia proteica cu detergent, digestie
nucleazica cu enzime specifice, inghetarea si liofilizarea
matricei acelulare timp de 72 h la -48°C si 0,045 mBar,
adaugare unei solutii acide de 10 mM HCI si pepsina
porcina la concentratia finala de 160 U/mg matrice,
neutralizare a pH acid cu solutie 1M de NaOH, urmat

de incubare timp de 90 min in incubator, din care
rezultd un hidrogel care prezinta in compozitie glicoza-
minoglicani si proteine de matrice extracelulara colagen
| silV, elasting, fibronectina si laminina fiind functionali-
zat cu un compus anti-inflamator de tip inhibitorul alar-
minei S100A9 pentru interventie Tn faza inflamatorie de
evolutie patologica post IM.
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Descrierea stadiului actual - stadiu actual context stiintific actual
a) Infarctul miocardic. Bolile cardiovasculare (BCV) reprezinti principala cauzi de mortalitate
la nivel global, cu aproximativ 18 milioane de victime numai in anul 2017 [Roth et al., 2017]. 85%
din decese se datoreazi bolii cardiace ischemice si bolii cerebrovasculare. Desi programele de
informare a populatiei cu privire la factorii de risc si modalitatile de preventie au inceput si aiba
un impact din ce in ce mai mare, incidenta si raspandirea acestor patologii nu au scazut, fiind
inregistratd o crestere de peste 20% a numarului total de decese in perioada 2007-2017 [Roth et
al., 2017]. In timp ce progresele medicale recente au redus riscul de deces in timpul unui atac de
cord, modificarile structurale §i deteriorarea inimii cauzate de moartea cardiomiocitelor si
degradarea ulterioard a matricei extracelulare miocardice, caracterizatd prin subtierea peretelui
ventricular sting si dilatarea camerei, pot duce la insufucientd cardiacad ulterior, post infarct
miocardic (IM). Prin urmare, o problema importanti a repararii post-infarct miocardic este de a
minimiza daunele pe termen lung prin reducerea inflamatiei si generarea de noi celule miocardice
functionale si matrice extracelulard adecvata. '

Regenerarea miocardului deteriorat post-IM rdmdne o provocare importantd neabordatd
suficient.

Infarctul miocardic are loc atunci cand fluxul sangvin cédtre mugchiul inimii este blocat sau
redus semnificativ [Saleh & Ambrose, 2018], datorita unei ocluzii produse de un cheag de sange
format in lumenul arterelor coronare, ca urmare a leziunilor peretelui vascular coronarian.
Destabilizarea placilor aterosclerotice prezente la nivelul arterelor coronare, fie prin ruptura fie
prin eroziune, declanseazi cascada trombotica §i favorizeaza aparitia unui aterotrombus dinamic
care obtureaza artera si impiedicd irigarea corespunzitoare a inimii, producand ischemia tesutului
cardiac afectat. Ocluzia arterei coronare impiedica transportul de oxigen si nutrienti, conducand in
cele din urma la moartea a numeroase celulele miocardice, datoratd ischemiei prelungite (Figura
1).

Figura 1. Schematizare infarct miocardic. Infarctul miocardic apare atunci cénd un vas
major care furnizeazd sdnge cdtre inimd (numit arterd coronard) este blocat, ceea ce duce la
privarea de oxigen a unei parfi din fesutului inimii. Lipsa de oxigen a fesutului inimii cauzeazd

deteriorarea sau moartea zonei afectate. Blocarea vasului de sange este un proces de duratd in
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care factorii inflamatori si lipidele din organism se lipesc de peretii arterelor formdnd ceea ce se
numeste o placd ateromatoasa. Cdnd o bucatd din aceastd placd este ruptd, se formeazd un cheag
(numit tromb) care blocheazd vasul de sange (sursa www.elitecardiovascular.com).

Capacitatea limitata de regenerare a cardiomiocitelor in tesutul miocardic adult conduce la
remodelare dezadaptativd a ventriculului, inclusiv subtierea peretelui ventricular, formarea
tesutului cicatricial si in cele din urma insuficientd cardiaca [Wu T. & Liu W, 2022]. Datorita
capacitatii de regenerare neglijabile a inimii (un turn-over anual de doar 1-2% al cardiomiocitelor),
oamenii de stiintd cautd In permanentd strategii care sd inducd regenerarea §i recuperarea
functionald a cordului [Hashimoto et al., 2018; Turner et al., 2020]. De-a lungul timpului aceasta
problema a fost abordati din multiple directii, una dintre cele mai promitétoare céi fiind terapia
celulard. Avand in vedere rezultatele contradictorii ale studiilor clinice care au folosit terapii
celulare, nevoia de a dezvolta o terapie eficientd ramane de actualitate. Mai mult decét atat,
progresul recent al ingineriei tisulare, care presupune utilizarea in paralel a celulelor si
biomaterialelor pentru reconstructia tisulard, proiecteaza noi solutii pentru tratamentul afectiunilor
cardiovasculare.

b) Strategii terapeutice pentru infarctul miocardic: terapia celulard si ingineria tisulard
Ischemia locala are consecinte celulare si locale grave, printre care: (i) activarea endoteliului si
pierderea functiei sale de barierd selectiva, ceea ce duce la o crestere a permeabilitatii endoteliale
si expresia crescutd a moleculelor de adeziune care initiaza inflamatia locala; (ii) necroza celulelor
miocardice si dezintegrarea treptatd a matricei extracelulare, producidndu-se astfel o pierdere
ireversibild a cardiomiocitelor viabile. Celulele necrotice, precum si matricea extracelulara
afectati, elibereaza molecule semnal (DAMPs - damage-associated molecular patterns) care sunt
receptionate de catre celulele sistemului imunitar prin receptorii specifici PRR (pattern recognition
receptors) declansidnd semnalizari celulare si supra-expresie a chemokinelor si citokinelor, care
mai departe produc un proces inflamator (prin recrutarea celulelor sistemului imunitar innascut si
reactii nespecifice ale celui adaptativ). Desi scopul recrutdrii acestor celule este de a inlatura
resturile celulare din zona afectatd in urma infarctului, aceasta infiltrare leucocitar, contribuie insa
la lezarea suplimentara a endoteliului si tesutului subendotelial, prin exacerbarea inflamatiei si a
speciilor reactive de oxigen care se genereazi odatd cu revenirea fluxului sangvin [Prabhu &

Frangogiannis, 2016].
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Réaspunsul inflamator post-infarct poate fi impartit in trei etape: faza inflamatoare, faza

proliferativa si faza de maturare si este definitoriu pentru evolutia ulterioara a IM si a remodelarii
ventriculare. Inflamatia timpurie este necesard pentru a realiza inldturarea celulelor necrotice si
pentru repararea tisulard, insi la fel de important este stoparea stimulilor pro-inflamatori la timpul
corespunzator.
Medicina regenerativa are ca scop recuperarea functiei tesuturilor si organelor afectate in urma
bolilor, imbatranirii sau traumelor. In cazul infarcului miocardic, ferapiile celulare s-au facut
remarcate ca o solutie inovatoare §i promitatoare, ele avind la bazd administrarea de celule vii
pentru a induce §i sustine regenerarea tesutului necrozat in urma ischemiei. Fatd de tratamentele
moleculare clasice, transplantul de celule vii are un avantaj semnificativ intrucat acestea sunt
capabile sa realizeze functii biologice complexe si pot percepe si reactiona specific la stimulii
prezenti in micromediul unde sunt transplantate. Totusi, inca de la primele tentative de a regenera
inima prin intermediul diferitelor populatii celulare problemele apérute au fost legate de ratele
scazute de grefare a celulelor si de supravietuirea slaba a acestora dupa injectarea intramiocardica
[Wollert et al., 2010], dar si de marea diversitate la nivel de modele experimentale, ceea ce a
condus la rezultate greu de comparat §i dificultatea de a trage concluzii vis-a-vis de eficienta
terapiei. Astfel ca desi promititoare, rezultatele studiilor clinice care au folosit terapia cu celule
vii a dat rezultate modeste sau neutre, sugerand nevoia de reintoarcere la masa de lucru si de
integrare a cunostintelor dobéndite astfel incét abordarile terapeutice sd poata fi imbunététite.

Astfel ca, ingineria tisulard a aparut ca un domeniu interdisciplinar innovator, care in
ultimul deceniu a dus la dezvoltarea a numeroase tehnologii §i concepte terapeutice, facand
posibild depésirea unor obstacole semnificative in medicina regenerativa. Printre aceste obstacole
se numarau lipsa unor biomateriale cu proprietiti mecanice si chimice reglabile si imposibilitatea
generarii unor tesuturi vascularizate biocompatibile care sa poata fi conectate la sistemul circulator
al gazdei. In timp, aceste directii au evoluat datorita reactiilor chimice avansate de incorporare
moleculard in structura biomaterialelor, care permit coordonarea biochimicd a celulelor
incapsulate, dar si dezvoltarea de noi tehnologii de biofabricare §i bioprintare 3D, pentru obtinerea
unor structuri biologice complexe. Prin urmare, s-au facut incercéri extinse de a imbunatati retentia
celulelor miocardice si rata de supravietuire, prin implantarea de schele/suporturi populate cu

celule [Godier-Furnemont et al, 2011].
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Strategiile utilizate in ingineria tisulard pot fi simple, precum iIncorporarea de biomolecule in \\7(/

reteaua hidrogelului si eliberarea in vivo a acestora, sau complexe, precum reconstructia tesutului
miocardic uman sau generarea organelor bioartificiale [Pakulska et al., 2016; Salani et al., 2018;
Tiburcy et al., 2017]. Diversitatea materialelor, a celulelor si a dispozitivelor care pot fi utilizate
permit ca aplicabilitatea ingineriei tisulare sa fie extrem de larga, putdndu-se adresa regenerarii
diverselor tesuturi ale corpului uman. In ceea ce priveste abordarile tridimensionale complexe de
inginerie tisulard, cele mai reprezentative exemple sunt bioprintarea 3D si decelularizarea
organelor reprezentate de alogrefe si xenogrefe pentru repopularea lor ulterioara cu celule.

c¢) Hidrogeluri folosite in modelele in vivo pentru tratamentul infarctului miocardic.
Hidrogelurile sunt materiale moi, umede, cu proprietati similare cu cele ale tesuturilor moi umane
si sunt intens utilizate in ingineria tesuturilor. In ultimii ani exista 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 majora este ca astfel de hidrogeluri pot imita mai bine micromediul
fiziologic al diferitelor tesuturi umane. Mai mult, modelele de tesuturi 3D realizate cu celulele
proprii ale pacientilor pot revolutiona modul de tratament si pot dezvolta alternative de diagnostic.
Un tesut cardiac ideal va fi implantat eficient in organism, regenerand tesutul si imbunatéatind
functionalitatea inimii fara a provoca efecte secundare, cum ar fi imunogenitatea. Pana in prezent,
modelele dezvoltate au fost proiectate in principal pe baza biomaterialelor naturale si sintetice
[Lewis et al., 2016], care imitd componentele biochimice §i proprietatile structurale ale matricei
extracelulare miocardice native. Biomaterialele nu abordeazd doar problema grefarii celulare, ci
ajuta si la traducerea clinica a terapiilor bazate pe molecule bioactive. Administrarea sistemica a
acestor molecule bioactive are dezavantajul unui timp scurt de injumatitire in vivo, necesitatea
unor injectii repetate si costul ridicat al tratamentului. Desi implantarea biomaterialelor disponibile
in prezent, creste intr-o oarecare masura grosimea peretelui ventriculului stang (VS) si previne
dilatarea VS in modelele experimentale de IM, problema fundamentald asociatd cu bioactivitatea
acestor biomateriale rdméne incd nerezolvati [Badylak et al., 2012]. Rezultate bune s-au obtinut
cu hidrogelurile derivate din matrici extracelulare (ECM) naturale obtinute prin decelularizarea
tesutului miocardic, deoarece aceste modele imitd proprietatile tesutului (de exemplu arhitectura
ECM, indicii biochimici si integritatea mecanicad) similare cu inima nativa si favorizeaza atasarea,

cresterea, infiltrarea si diferentierea celulelor [Pawan et al., 2019].
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In ceea ce priveste hidrogelurile functionalizate pentru ingineria tesutului cardiac, in ultimii ani au
fost concepute diferite tipuri: i) hidrogeluri sensibile la metaloproteinaze, ii) hidrogeluri de captare
a speciilor reactive de oxigen, iii) hidrogeluri imunomodulatoare, iv) hidrogeluri pro-angiogenice
si iv) hidrogeluri conductive care pot restabili semnalul electric in zonele de infarct.

Problema tehnicd pe care o rezolvd inventia prezenta este dezvoltarea unui hidrogel
functionalizat cu un agent anti-inflamator care sa imite structura miocardului natural pentru a
inlocui tesutul necrotic, sa faciliteze repopularea celulara a zonei infarctate si sa limiteze
inflamatia, pentru recuperarea cardiaci post-infarct. Inventia rezolva posibilitatea de generare in
vitro printr-un procedeu netoxic, a unui hidrogel din tesut cardiac compatibil cu celule cardiace
precum: fibroblasti cardiaci, cardiomiocite sau celule endoteliale. Astfel, conform inventiei s-a
dezvoltat un hidrogel din tesut cardiac in care au fost testate celule umane cardiace (cardiomiocite
murine si fibroblasti umani), in dorinta de a crea un hidrogel care nu doar si asigure matrice
extracelulard nativa zonei necrozate post infarct, dar care sa poata fi si functionalizat cu un agent
anti-inflamator care sd limiteze inflamatia post-infarct. Procedeul permite studierea interactiunii
celulelor cardiace cu elementele matriceale din compozitia hidrogelului dar si studiul efectelor
agentului anti-inflamator ABR-238901 (sau a altor medicamente si inhibitori), in conditii in vitro,
diminuand folosirea/costurile necesare unor studii efectuate pe modele in vivo, oferind totodata
conditii de raspuns celular similare cu acestea.

Hidrogelul obtinut din tesut cardiac nativ poate fi injectat si folosit in viitor in studiul terapiilor de
diminuare sau contracarare a mecanismelor celulare si moleculare care duc la insuficienta cardiaca
post infarct.

Noutatea procedeului propus in aceastd aplicatic consta in folosirea de tesut cardiac
porcin sau murin pentru obtinerea unui hidrogel cu structurd similard tesutului nativ si
functionalizarea lui cu un inbibitor anti-inflamator pentru a inlocui tesutul necrotic, pentru a
facilita repopularea celulard a zonei infarctate §i pentru a limita inflamatia, procese esentiale pentru
recuperarea cardiaca post-infarct.

Procedeul de obtinere a unui hidrogel din tesut cardiac inliturd dezavantajele
solutiilor cunoscute si rezolva problema tehnica astfel: hidrogelul sub forma de gel vascos este
obtinut din tesut miocardic nativ pentru o biocompatibiltate maxima cu celulele cardiace, care prin
amestecul cu un agent terapeutic (inhibitor de alarmina S100A9), devine hidrogel functionalizat

cu efecte anti-inflamatoare, prin diminuarea recrutérii celulelor inflamatoare circulante.
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Hidrogelurile sunt materiale moi, umede, cu proprietati similare cu cele ale tesuturilor moi
umane §i sunt utilizate pe scara largé in ingineria tesuturilor [Wang et al., 2017). Studiile din ultimii
ani au aratat ca hidrogelurile nu oferd doar suport mecanic pentru repararea tesutului miocardic
[Wall et al., 2006; Zhu et al., 2017] dar pot servi si ca purtitori pentru transportul de celule sau
medicamente [Park et al., 2019; Huang et al., 2020]. Hidrogelurile injectabile sunt considerate o
tehnologie minim invaziva care pot depasi limitérile clinice si chirurgicale ale stentului traditional,
printr-o tranzitie controlatd din solutie in gel si prin transportul localizat a diferiti compusi sau
celule incapsulate, ceea ce duce la o eficientd terapeuticd sporitd si imbunétitirea confortului
pacientului. Desi in ultimii ani, hidrogelurile injectabile dezvoltate pentru regenerarea tesuturilor
au devenit din ce in ce mai sigure, mai inteligente si multifunctionale, inca le mai lipseste unele
dintre proprietétile necesare pentru a imita tesutul miocardic. Un hidrogel injectabil ideal pentru
repararea cardiacd ar trebui sd detind urmdtoarele proprietati: i) biocompatibilitate; ii)
biodegradabilitate; iii) propritetati mecanice; iv) conductivitate electrica.

Materialele biologice utilizate in ingineria tesuturilor sunt diverse si pot fi in general
clasificate ca materiale naturale (hidrogeluri derivate din surse naturale), materiale sintetice
(hidrgeluri obtinute prin sinteza - sintetice) sau un amestec de ambele tipuri (hidrogeluri hibride).
in general, odati ce biomaterialele sunt implantate in corpul uman, pot apirea unul sau mai multe
reactii pozitive sau negative, inclusiv interactiuni cu sange (hemolizd), interactiunea celulelor
inflamatorii, formarea tesutului de granulatie, reactii cu corpuri stréine si stres oxidativ [Anderson
et al., 2008; Sheikh et al., 2015]. Materiale naturale pe baza de proteine, polizaharide §i tesuturi
decelularizate sunt adesea folosite pentru ingineria tesuturilor miocardice din cauza
biocompatibilitatii lor inerente, bioactivitate si imunogenitatea scazutd. Cu toate acestea, ele au,
de obicei, proprietati mecanice slabe si dificultati in modificarea structurala.

In ceea ce priveste invazivitatea minimi, un hidrogel injectat in situ este mai avantajos
decéat un hidrogel in forma de plasture, deoarece primul se disperseazd uniform dupi injectare
pentru a oferi suport mecanic peretelui infarctului. In prezent, hidrogelurile sunt injectate in tesutul
miocardic prin trei abordari: injectare epicardicd directd, injectare intracoronard transcateter §i
injectare trans-endocardicd printr-un cateter combinat cu tehnologia imagistica [Strauer &
Steinhoff, 2015]. Timpul de tranzitie din solutie in gel este un factor important pentru realizarea
tratamentului minim invaziv al miocardului cu hidrogeluri, iar hidrogelul trebuie sa treacad fara

probleme printr-un ac de dimensiunea 27G pentru a reduce zona traumatismului [Reis et al., 2016].
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Rezultatele studiilor de cercetare clinica au furnizat dovezi solide care confirma eficacitatea
hidrogelurilor acelulare injectabile, fara biomolecule, in repararea tesutului miocardic si protectia
functionald [Anker et al., 2015; Frey et al., 2014]. Intr-un astfel de studiu, peretele miocardic al
ventriculului stdng a 11 pacienti cu insuficienta cardiaca a fost injectat cu hidrogelul Algisyl-
LVR™ constind in Ca2+-alginat si Na+-alginat, printr-o o interventie chirurgicala de bypass
coronarian. La 3 luni de la tratament, volumele finale diastolice si sistolice au scdzut semnificativ,
iar fractia de ejectie a crescut semnificativ la toti pacientii [Lee et al., 2013 ; Lee et al., 2015]. Un
alt hidrogel — IK 5001, alcatuit dintr-o solutie de 1% alginat de sodiu plus 0.3% gluconat de calciu
—a fost introdus in aria infarctata prin cateter la 27 de pacienti, iar la 6 luni dupa injectare, pacientii
au tolerat bine gelul fard complicatii legate de implantare, aritmii grave sau deces; ecografia
cardiaca a aratat o reducere a dimensiunii infarctului si a dilatatiei ventriculare, functia cardiaca
ramanand la niveluri preoperatorii, confirmand ca IK-5001 este sigur si eficient pentru tratamentul
IM [Frey et al., 2014]. Astfel ca, desi cu pacienti putini, studiile clinice au inceput sa apard. Recent,
un studiu care a folosit VentriGel — provenit din matrice celulara cardiaci, a demonstrat siguranta
si fezabilitatea injectirii transendocardice de VentriGel la pacientii post-IM cu disfunctie
ventriculara stinga [Traverse et al., 2019]. Matrigelul este un hidrogel care imitd matricea
extracelulard, fiind compus din proteine ale membranei bazale si factori de crestere. Datoritd
capacitatii sale de a promova angiogeneza, Matrigelul a fost injectat in inimi de sobolan infarctat
si s-a aratat o Ingrosare semnificativa a peretelui infarctat ventricular sting, densitatea capilara
crescutd si dimensiunea redusd a infarctului in comparatie cu sobolanii cu infarct, netratati
[Copland et al; 2008].

In prezent, limitirile majore ale unor agenti biologici pentru tratamentul preclinic al IM
sunt efectele secundare toxice si biodisponibilitatea scazuta la doza eficientd. De exemplu, unii
factori de crestere pro-angiogeni (de exemplu, bFGF, VEGF si factorul de crestere a hepatocitelor
- HGF) sunt usor de indepartat de sistemul imunitar dupd administrarea vasculari, ducand la
concentratii insuficiente sau sunt predispusi la efecte secundare toxice, cum ar fi anevrismele,
datoritd administrarii de doze mari [Mahmarian et al., 2006]. Astfel, incapsularea agentilor
biologici 1n hidrogeluri are urmatoarele avantaje: i) protejeaza activitatea agentilor incapsulati de
mediul extern advers [Oliva et al., 2017; Dimatteo et al., 2018; Gradinaru et al., 2018], ii) permite
incércarea medicamentelor cu forme $i dimensiuni diferite prin interactiuni fizice si cuplarea

chimicd, care este esentiald pentru realizarea eliberarii controlate a medicamentelor la locul tintd
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[Rufaihah & Seliktar 2016; Bhattarai et al., 1010] si iii) asigurd concentratii eficiente de
medicament la locul infarctului dupd injectare, evitdnd reactiile adverse datorate administrérii
sistemice [Anugrah et al., 2019; Qian et al., 2019].

Reglarea inflamatiei: recrutarea leucocitelor la locul leziunii miocardice infarctate de cétre
debriurile necrotice si resturile de matrice degradatd marcheaza initierea raspunsului inflamator
[Buckley & Abbate, 2018]. Desi raspunsul inflamator curéta resturile celulare si activeaza
semnalele de reparare, inflamatia prelungitdi accelereazd fibroza §i ruptura cardiaca
[Frangogiannis, 2018 ; Swirski &Nahrendorf, 2019]. Prin urmare, este necesar si se moduleze
spatial raspunsul inflamator pentru a impiedica raspandirea factorilor inflamatori dincolo de
regiunile infarctate. Unele materiale naturale care compun hidrogelurile sunt in mod inerent anti-
inflamatoare; de exemplu, acidul hialuronic cu greutate moleculard mare elimina speciile reactive
de oxigen (ROS) in vivo, ceea ce poate explica imbunitatirea functiei cardiace dupa injectarea cu
hidrogel pe bazd de acid hialuronic [Nakamura et al., 2004]. Totusi, pentru majoritatea
hidrogelurilor care tintesc inflamatia, este necesara incapsularea factorilor imunomodulatori
pentru a interfera cu micromediul inflamator al infarctului. Un astefel de hidrogel din alginat,
incapsulat cu interleukinele antiinflamatorii IL-4/10/13 si a factorului de stimulare a coloniilor
(CSF-1) a demonstrat ca poate induce polarizarea macrofagelor citre fenotipurile de vindecare,
accelerand astfel vindecarea leziunilor si reducand zona fibrotica [Bloise et al., 2020]. Astfel,
proiectarea hidrogelurilor injectabile pentru repararea miocardului si identificarea mecanismelor
de actiune al hidrogelurilor incircate cu substante bioactive pentru repararea MI ridméne o
provocare.

Hidrogelul dezvoltat in procedeul de fatd combind furnizarea elementelor naturale de
matrice extracelulara in scopul refacerii tesutului necrozat cu terapia anti-inflamatoare pentru a
limita inflamatia si a favoriza rezolufia acesteia. In prezent nu existi un hidrogel derivat din tesut
" miocardic, functionalizat cu blocant de S100A9, in scopul terapiei post-IM.

Procedeul descris in aceastd inventie permite obtinerea unei formule hidrogel cu compozitie
matriceala similara miocardului nativ, functionalizat cu un agent anti-inflamator —~ABR25757, un
inhibitor specific de S100A9 — o alarmind produsa in exces de neutrofilele infiltarate in zona
infarctatd, imediat post-IM. Tehnica folositd pentru obtinerea formulei de hidrogel cu compozitie
matriceald similard miocardului nativ implica, intr-o etapd initiala, decelularizarea inimilor

miocardului murin sau porcin prin soc hypotonic, extractie proteicd cu detergent si digestie
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nucleazicd cu enzime specifice. La finalul procedeului se obtine matrice acelulard, care este
inghetatd si liofilizata timp de 72h la -48 grade Celsius si 0.045 mBar, in vederea determinarii
continutului masic. Hidrogelul se obtine prin addugarea unei solutii acide de 10mM HCl si pepsina
porcini la concentratia finald de 160U/mg matrice. Inainte de folosire, se va efectua neutralizarea
ph-ului acid pe gheata, folosind solutie de 1M NaOH, urmata de incubarea hidrogelului timp de
90 min in incubator.

Pentru hidrogelul obtinut - MIGEL- a fost mai intdi caracterizat pentru a identifica prezenta
glicozaminoglicanilor si a proteinelor matriceale. Glicozaminoglicanii, alaturi de proteoglicani si
proteine matriceale care se gasesc in tesutul nativ, influenteaza cresterea si functiile specifice ale
celulei, necesare pentru functionarea corectd a tesuturilor, precum §i regenerarea §i repararea
miocardului deteriorat. Conform rezultatelor prezentei inventii, hidrogelul dezvoltat prezinta in
compozitia sa, atat glicozaminoglicani — evidentiati prin coloratia Alcian blue si cuantificati prin
tehnica ELISA, cét si proteinele de matrice extracelulard colagen I si IV, elastina, fibronectina si
laminina — identificate prin Western Blot.

Pentru studiul de biocompatibilitate, celulele cardiace de tip cardiomiocite sau fibroblasti
au fost cultivate pe MIGEL apoi, dupé 48h a fost evaluata viabilitatea i morfologia acestora.
Pentru obtinerea hidrogelului functionalizat inhibitorul ABR25757 s-a dizolvat in prealabil in
DMSO si s-a adaugat ulterioar la solutia de hidrogel — MIGEL. Astfel, formarea retelei de hidrogel
si Incapsularea medicamentului au fost realizate simultan, inhibitorul fiind Incapsulat uniform in
hidrogel. Studiul asupra eliberarii compusului incapsulat s-a realizat printr-o cinetici de eliberare
unde s-a efectuat incubarea hidrogelului functionalizat cu mediu de culturd pentru diferite perioade
de timp, la 37°C in tampon fosfat salin (TFS) si s-a determinat spectofotometric concentratia
compusului eliberat din hidrogel. Eliberarea medicamentului poate avea loc prin difuzie pasiva,
prin reteaua polimerica a hidrogelului, interactiuni reversibile medicament-polimer sau degradarea
legaturilor labile.

Efectul anti-inflamator al hidrogelului functionalizat s-a urmérit prin cuantificarea
transmigrérii prin hidrogelul functionalizat sau nu, a leucocitelor (monocite si neutrofile) atat prin
camere duble boyden de chemotaxie, cit si cu sistemul care masoard cinetica transmigrarii-

xCELLigence.

Prin utilizarea hidrogelului obtinut din tesut cardiac, functionalizat cu inhibitorul de

alarmind S100A9, obtinut folosind procedeul descris in aceastd inventie, se intervine in faza
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inflamatorie de evolotie patologica post IM, a cérei prelungire conduce la insuficienta cardiaci,

oferindu-se astfel o oportunitate terapeutica promitatoare.

Procedeul de obtinere a unui hidrogel cu structurd similara tesutului nativ, functionalizat cu un
compus anti-inflamator, prezinta urmatoarele avantaje :

Hidrogelul dezvoltat are structura similara tesutului nativ, furnizand astfel elemente specifice de
matrice extracelulari pentru a inlocui fesutul necrotic post infarct, in cazul injectarii.

Oferd o biocompatibilitate mare cu celulele cardiace, putind astfel facilita repopularea celulara a
zonei infarctate.

Poate fi functionalizat pentru a limita inflamatia, proces esential pentru evolutia pozitivd si
recuperarea cardiacad post-infarct.

Aceastd inventie prezintd potential pentru a fi implementata si aplicatd in: dezvoltarea de terapii
tintite pentru rezolutia inflamatiei post-infarct; verificarea unor compusi activi existenti cu
potential farmacologic, eliminarea partiald a numarului mare de modele in vivo folosite in studii

si in dezvoltarea terapiilor pentru prevenirea insuficientei cardiace.

Exemple de realizare a procedeului conform inventiei:
In cele ce urmeazi sunt date exemple concrete care aratd cum poate fi implementata 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

i) Materiale:
Substantele folosite in studii au fost achizitionate de la urmétoarele companii:

- Merk-Sigma: Fibroblastii cardiaci, mediul pentru fibroblastii cardiaci, enzime pentru
decelularizare, Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), albumina serica bovind (BSA),
acrilamida/bis-acrilamida, dimetil sulfoxid (DMSO), glicina, ABR-25757, RNAse Away pentru
biologie moleculard, Dimethylmethylene Blue (DMMB), Tampon fosfat 100mM pH 9, HCI 1M,
Antibiotic penicilind si streptomicin 5x;

- Nordic BioSite: kit cuantificare GAG;
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- Thermo Scientific — Anticorpi: Colagen 1-PA5-29569, Elastina- MA1-27129, Fibronectina-
MAS-11981, Laminina-MABT39, Colagen 3-PAS5-278281, Colagen 4-SC-59814; DMEM-
lmg/ml glucoza (Gibco) suplimentat cu penicilind, streptomicind si 10% ser fetal vitel, DAPI,
paraformaldehida, Tampon fosfat salin - TFS si consumabile si reactivi pentru culturi celulare;

- Agilrom: camere CIM plate pentru chemotaxie.

- Abcam: colorantul fluorescent - Cell Tracking Dye Kit - Red — Cytopainter.

- Promega: kit de extractie ADN ,,ADN genomic Wizard”.

- Inimile porcine au fost achizitionate de la Abatorul Peris.

- Alti reactivi si consumabile au fost achizifionate de la: Sigma Aldrich - Merk, Thermo
Scientific, Laboratorium, Vetro design, Elta, Biomedica etc. Camerele duble de chemotaxie -

boyden, de la Costar sau Thermo Fisher Scientific.

ii) Echipamente folosite:
- Pentru intretinerea culturilor a fost utilizat un incubator - Thermo Scientific cu umidificare si o
concentratie a COz de 5% si o hota de flux laminar pentru lucru In conditii aseptice.
- Pentru pregétirea hidrogelului a fost utilizata o plita termostatatd cu agitare magnetica.
- Pentru cuantificarea cantitatii de ADN din tesut s-a utilizat aparatul NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific).
- pentru studii de imagistica - microscopul de fluorescentd [X81 Olimpus.

- pentru studii de chemotaxie - XCELLigence System RTCA (Roche, Basel, Elvetia),

2) Intr-o succesiune de etape de inceput ale procedeului are loc decelularizarea tesutului
miocardic si obtinerea matricei extracelulare cardiace

Etapa 2.1- Decelularizarea miocardului murin si porcin

Tehnica folositd pentru decelularizarea inimilor miocardului murin sau porcin implica
socul hipotonic, extractia proteica cu detergent si digestia nucleazida cu enzime specifice:
Ziua 1: Miocardul porcin a fost obtinut din inimi de porc proaspit sacrificati iar inimile murine
din soareci C57BL, proaspat sacrificati. Testurile au fost tdiate in bucati mici de 3-7mm/3-7mm
(Figura 2), au fost spalate de 3 ori in apa dublu distilata, si apoi incubate la 4°C peste noapte,

pentru realizarea socului hipotonic.
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Ziua 2: In ziua 2 dupi alte 3 spiliri in api dublu distilati (ddH20), bucitile din tesutul cardiac au
fost incubate in solutie 0,05M NaOH pentru 2 ore. Sunt clatite §i incubate pentru 15 minute de 3
ori in ddH20 pentru eliminarea urmelor de hidroxid de sodiu. Dupa aceste spalari au fost incubate
pe un agitator, pentru 48 de ore la temperatura camerei, in solutia de decelularizare: 50mM TRIS;
0,25% SDS; 0,5% DOC; 0,5% Triton X100; 0,2% EDTA; pH 7,4.
Ziua 4: Dupa terminarea celor 48 de ore (3 ore) tesuturile decelularizate rezultate (Figura 3) au
fost spalate si incubate 5 minute, in apd dublu distilatd. Spalarea se repetd de 5 ori pentru
indepartarea solutiei de decelularizare si apoi sunt incubate peste noapte in azida de sodiu 0,02%,
la temperatura camerei, pe agitator.
Ziua S: Au fost realizate 3 clatiri in apa dublu distilata apoi au fost incubate in etanol 70% pentru
2 ore la temperatura camerei pe agitator. La sfarsitul celor 2 ore au fost spalate si incubate 15
minute, in ddH2O de trei ori. Au fost lasate peste noapte in azida de sodiu 0,02% pe agitator.
Ziua 6: Au fost realizate 3 incubdri a cite 5-minute in 1X DTFS (TFS distilat) dupa care au fost
incubate din nou peste noapte in azida de sodiu 0,02% preparata in 1X DTFS
Ziua 7: S-au efectuat 3 incubdri a cite 5-minute in 1X DTFS. Dupa care bucitile de tesut matriceal
rezultat au fost imersate intr-o solutie enzimatica preincélzitd (37°C) de DNaza/RNaza si au fost
incubate peste noapte la 37°C.
Ziua 8: Solutiile de DNaza/RNaza au fost schimbate §i incubarea s-a realizat pentru inca 24 de
ore.
Ziua 9: Urmaitoarea etapa a presupus spalarea si incubarea in 1X DTFS pentru 15-minute §i o
incubare in azida de sodiu 0,02% preparatd in 1X DTFS.
Ziua 10: Utilizdnd metode, unelte si solutii sterile, bucatile de tesut miocardic decelularizat au fost
transferate In tuburi sterile de 50 mL cu PBS distilat 1X si au fost pastrate la 4°C.

Comparativ cu tesutul de miocard murin sau porcin initial (figura 1 a si b), la sfarsitul

procesului de decelularizare (dupa 10 zile) se obtin structuri acelulare (Figura 3 a si b).

Etapa 2.2- Evaluarea eficientei decelularizarii

Eficienta procesului de decelularizare s-a investigat prin doud metode: i) s-a efectuat
extractie de ADN din tesutul decelelularizat si din cel intact §i s-a masurat cantitatea de DNA

obtinutd in ambele probe; si i1) au fost obtinute sectiuni din bucati din tesutul intact sau
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decelularizat si s-a efectuat coloratia cu hematoxilind- eozind pentru detectarea celulelor din

tesuturi.

i) Evaluarea eficientei decelularizarii prin analiza ADN

ADN-ul a fost izolat din miocard proaspit si din probe de tesut decelularizat. Purificarea a fost
efectuata utilizand kitul de purificare ADN genomic Wizard (Promega) si cantitatea de ADN din
probe a fost cuantificatd prin citirea absorbantelor la 260 nm pe un NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific). ADN-ul a fost normalizat la greutatea tesutului hidratat gi exprimat ca ng / mg de tesut.
Rezultatele obtinute au aratat ca tesutul proaspat, nedecelularizat contine 177.5 ng /mg ADN, in
timp ce tesutul decelularizat contine 0.456 ng /mg ADN, rezultate care indicd o reducere de 99%
a continutului de ADN in tesutul decelularizat, comparativ cu tesutul intact, confirmand eficienta

decelularizarii tesutului miocardic.

ii) Evaluarea eficientei decelularizdrii prin coloratii cu hematoxilina-eozina
Tesutul miocardic intact sau decelularizat asa cum a fost descris mai sus, a fost mai intai fixat in
solutie 4% PFA (paraformaldehida) preparata in tampon fosfat 0.1 M, pH 7.4, timp de 24h la 4°C.
A urmat 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 pana la
includerea in OCT si sectionarea la criotomul Leica CM1850. In vederea sectionarii, au fost
parcurse urmatoarele etape: aducerea la 4°C a tesutului, 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 si inghetarea rapida in azot lichid. Pentru obtinerea sectiunilor pe lame, blocurile inghetate
au fost montate pe holder. Sectiunile in care a fost observata prezenta tesuturilor, intact sau
decelularizat, au fost colectate pe lame la o grosime de 5 pm, incubate timp de 30 minute la o
temperatura de 37°C si pastrate in cutii speciale la -20°C, pana la analiza microscopica.

Pentru confirmarea/infirmarea prezentei celulelor in sectiunile obtinute de la tesut intact / tesut
decelularizat sectiunile rezulate au fost colorate cu hematoxilina — eozina (H&E).

Lamele cu sectiunile obtinute au fost mai intai aduse la temperatura camerei, 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 TFS in atmosfera umeda (3 spalari/5 minute) si apoi incubate

in solutie de hematoxilina timp de 30 de minute, apoi spalarea excesului cu apa de la robinet
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(,,blueing™). Pentru vizualizarea nucleilor celulari, dupa colorarea cu hematoxilina, lamele au fost
colorate cu solutie alcoolica de 1% eozina (15 secunde) pentru evidentierea citoplasmei celulare.
Dupa colorare, lamele au fost spilate cu apa distilatd, incubate in solutii crescitoare de etanol:
50% (5 minute), 70% (5 minute), 90% (30 secunde), 100% (1 minut), apoi incubate in xilen (5
minute).

Colorarea cu hematoxilini si eozind a confirmat absenta nucleilor celulari dupa procesul
de decelularizare, atat in tesutul porcin (Figura 4 b si b”) cét si in tesutul murin (Figura 4 c¢ si ¢’),

comparativ cu tesutul nativ unde nucleii sunt bine reprezentati (Figura 4 a si a”).

3) Urmeaza o altd serie de etape in vederea dezvoltarii si caracterizarii hidrogelului

miocardic injectabil.

Miocardul porcin sau murin decelularizat aga cum s-a descris mai sus a fost folosit pentru obtinerea
hidrogelului. Hidrogelul obtinut a fost caracterizat structural in ceea ce priveste prezenta

glicozaminoglicanilor (GAG) si a proteinelor matriceale.

Etapa 3.1 Obtinerea hidrogelului

Bucatile de miocard porcin sau murin decelularizate au fost inghetate si ulterior liofilizate (72h la
-48 grade Celsius si 0.045 mBar), in vederea determinarii continutului masic. Dupa determinarea
masei de matrice uscatd, a fost adiugatd solutie aciddi de 10mM HCI si pepsind porcind la
concentratia finala de 160U/mg matrice. Suspensia obtinuti a fost transferatd in conditii sterile in
vas cu capac §i omogenizata, folosind plita cu agitare magneticd timp de 4 zile la TC, pani la
dizolvarea aproape completi a pieselor de tesut. Continutul sub formé de gel vascos (Figura 5) a
fost centrifugat timp de 30min, 3000g, 4°C si a fost pastrat la frigider.

Inainte de folosire, s-a efectuat neutralizarea ph-ului acid pe gheata, folosind solutie de 1M NaOH,
urmati de incubarea hidrogelului timp de 90 min in incubator. Hidrogelul astfel obtinut - MIGEL-

a fost mai intai caracterizat apoi folosit la studii de bio-compatibilitate cu celule fibroblast-like.

Etapa 3.2 Evalarea prezentei glicozaminoglicanilor in hidrogelul MIGEL

Pentru a verifica dacd in urma procesului de decelulaizare si a digestiei enzimatice a

tesutului miocardic, GAG sunt inca prezente in hidrogelul dezvoltat, s-a cuantificat nivelul de
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GAG prin metoda ELISA. S-a obtinut o concentratie de 20.15ng/ml GAG (Figura 6) in hidrogelul ,

MIGEL, rezultat care evidentiazd mentinerea acestor componente in hidrogelul dezvoltat, in urma
procesului de decelularizare. Aceste rezultate au fost confirmate §i prin coloratii cu Alcian blue pe
sectiuni obtinute din tesutul nativ sau decelularizat. Astfel, se observa o coloratie relativ similara

(Figura 7) a glicozamino-glicanilor in sectiunile cu sau fara celule.

Etapa 3.3 Identificarea proteinelor matriceale din MIGEL

Pentu a caracteriza hidrogelul MIGEL din punct de vedere al compozitiei proteinelor
extracelulare, hidrogelul a fost denaturat si incarcat pe gel poliacrilamida de concentratie 8% si a
fost efectuata elecroforeza. Dupa liza hidrogelului in tampon Lamelli, omogenatul obtinut a fost
supus determindrii proteice prin metoda Bradford. Probele continand 30-40 pg proteind au fost
separate pe geluri de 10% SDS-PAGE si apoi transferate pe membrane de nitroceluloza. Pentru o
buna evaluare a prezentei proteinelor matriceale, au fost incarcate 2 concentratii diferite de lizat
de hidrogel, 3.125ug/ml (lane 1) si 6.25ug/ml (lane 2, Fig 7). Pentru colagen 1 si fibronectina, pe
lane-ul 3 a fost incarcatid proteina respectivd, recombinatd comercialdi. Membranele au fost
incubate peste noapte la 4°C cu anticorpi primari monoclonali pentru fibronectina, collagen I si
IV, elastina, laminina si actind (pentru normalizare) urmat de al doilea anticorp conjugat cu HRP,
timp de o ora. Semnalul a fost vizualizat folosind un substrat chemiluminiscent de la Pierce si
Analizorul de Imagine LAS 4000 (Fujifilm) si analizat cu ajutorul softwear-ului - Image reader
LAS 4000.

Rezultatele arata ca MIGEL contine proteinele matriceale investigate: colagen I si IV, elastina,

fibronectina si laminina (Figura 8), proteine existente in tesutul nativ cardiac.

4) Studiul biocompatibilititii hidrogelului dezvoltat- MIGEL, cu celule cardiace.

Etapa 4.1 Viabilitatea celulelor cardiace cu MIGEL

Pentru exemplificare, s-au utilizat fibroblasti umani si cardiomiocite murine din linia HL-
1 in care s-a urmdrit viabilitatea acestor celule pe MIGEL. Hidrogelul obtinut aga cum a fost descris
mai sus, a fost transferat in tub cu NaOH. Dupa neutralizarea ph-ului, hidrogelul a fost omogenizat
cu pipeta si incubat timp de 15min pe gheata. Ulterior s-a tamponat amestecul cu solutia de 10x

TFS pana la 1x, si s-a omogenizat. A urmat o centrifugare la 1000g timp de 15min la 4°C (pentru
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degazare). Dupa centrifugare hidrogelul a fost turnat in forma la volumul dorit, de preferat in vas
cu aderentd scdzutd pentru ugurarea manevrelor ulterioare. Constructul 3D fabricat din MIGEL a
fost incubat la 37°C in incubatorul pentru culturi celulare timp de 2h. Dupa incubare, peste
constructul 3D obtinut au fost cultivate celule cardiace fibroblaste sau cardiomiocite si s-a addugat
mediu de culturi DMEM complet.

Evaluarea viabilitatii celulelor crescute pe MIGEL s-a facut prin teste “live/dead” (Figura 9)
folosind iodura de propidiu (PI) - 1mg/ml si solutiec Hoechst 33342 - 10mg/ml (2ug/ml si Spg/ml
concentratie finald). S-a preparat solutia de colorare cu PI/Hoechst in mediu fari ser i fard rosu
fenol, a fost substituit mediu, iar probele au fost incubate in incubator pentru 20 min. Imaginile au
fost facute la microscopul de fluorescentd IX81 Olimpus folosind cubul de filtre de ex/em 360/420
(pentru UV -nuclei) si 565/610 (faloidind - rosu). Cuantifcarea celulelor moarte in mai multe
campuri vizuale de pe mai multe probe arata o viabilitate de aproximativ 98% a celulelor crescute
pe MIGEL (Figura 9), evidentiind astfel o compatibilitate foarte buna a hidrogelului cu celulele

umanc.

Etapa 4.2 Morfologia celulelor cardiace cultivate pe MIGEL

Pentru exemplificare, s-au utilizat fibroblaste umane cultivate la suprafata hidrogelului,
care au fost colorate cu faloidind (pentru vizulaizarea filamentelor de actini ale celulelor cultivate)
si hoechst (pentru evidentierea nucleilor celulari), urmati de vizualizarea la microscopul de
fluorescenta .

Protocol colorare: celulele crescute pe hidrogel au fost incubate cu Hoechst Sp/ml timp de
15min, apoi spalate in TFS de 2 ori, fixate in 4% PFA timp de 7min 37°C, si in final spilate de 3
ori cu TFS. A urmat incubarea cu faloidind (1:100x cu 0.3% TritonX-100 in TFS timp de 45min,
la 37°C) si 3 spalari in TFS, la intuneric. Celulele marcate fluorescent au fost urmdrite la
microscop, unde s-a observat cd la numai 24h dupa cultivare, celulele au aderat, au proliferat, au

adoptat fenotipul specific fibroblsatelor i s-au interconectat (Figura 10).

5) Functionalizarea hidrogelului obtinut cu un agent antiinflamator.

Pentru exemplificare s-au utilizat: hidrogelul MIGEL obtinut asa cum s-a descris mai sus

s1 ABR25757 - un inhibitor specific de alarmina S100A9. Pentru functionalizare, inhibitorul
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ABR25757 s-a dizolvat in prealabil in DMSO (3.5mg/ml, echivalent 10 mM) si s-a addugat
ulterioar la solutia de hidrogel — MIGEL, intr-o concentratie finald de 100pM. Astfel, formarea
retelei de hidrogel si incapsularea medicamentului au fost realizate simultan, inhibitorul fiind
incapsulat uniform in hidrogel. Hidrogelul astfel functionalizat a fost mai intii testat pentru bio-
compatibilitatea cu fibroblastele umne si apoi a fost folosit pentru realizarea studiului de eliberare

si pentru evaluarea efectelor asupra transmigrérii leucocitelor.

i) Evaluarea citotoxicitatii hidrogelului functionalizat
Functionalizarea hidrogelului cu inhibitorul ABR25757 nu a avut efect citotoxic asupra
fibroblastelor murine, dimpotriva nivelul de toxicitate a fost mai mic decét cel al celulelor control,

cultivate in conditii bidimensionale (2D) (Figura 11).

ii) Studiu asuprara eliberarii compusului incapsulat in hidrogelul MIGEL.

Caracterizarea stabilitatii gelului si cinetica de eliberare a compusului incapsulat ABR-
25757, au fost realizate prin incubarea hidrogelului functionalizat cu mediu de culturd pentru
diferite perioade de timp, la 37°C in TFS. Eliberarea compusului incapsulat a fost evaluata la 2h,
4h si 24h de la incubare. Cuantificarea compusului eliberat s-a efectuat in mediul de incubare
colectat la diferite intervale de timp, prin masuratori spectofotometrice, cu ajutorul
spectrofotometrului TECAN in domeniul UV-VIS (312nm), utilizdnd o curba etalon a compusului
in tampon fosfat salin (Figura 12). Inhibitorul incapsulat are o cinetica de eliberare relativ rapida,
cu un procent de eliberare de 91% dupa 24h (Figura 12), sugerand o retea poroasd destul de

laxd/permisiva a hidrogelului dezvoltat.

6) Evaluarea efectului antiinflamator al hidrogelului functionalizat

Pentru exemplificare, s-au utilizat hidrogelul MIGEL functionalizat cu ABR25757, obtinut
asa cum s-a descris mai sus si celule inflamatoare circulante, neutrofile si monocite. Efectul
antiinflamator al hidrogelului functionalizat, a fost investigatd prin cuantificarea transmigrarii
leucocitelor atat prin camere duble de chemotaxie (i), cat si cu sistemul xCELLigence (ii), unde

neutrofilele /monocitele au transmigrat prin MIGEL sau MIGEL functionalizat cu ABR.

i) Transmigrarea leucocitelor prin camere duble boyden
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Transmigrarea monocitelor si neutrofilelor cétre diferiti chemoatractanti, in prezenta sau
absenta hidrogelului dezvoltat - MIGEL s-a efectuat flosind camerele boyden de chemotaxie (i),
in care monocitele/neutrofilele au fost addugate in compartimentul de sus al camerei duble,
chemoatractantul in compartimentul de jos, iar hidrogelul pe membrana din policarbonat cu pori
de 8um ai camerei duble. Monocitele/neutrofilele colorate fluorescent au fost addugate in
concentratie de 500 000/ml, iar dupd 2h de incubare la 37°C, numarul de monocite transmigrate
in compartimentul de jos a fost cuantificat 1a microscopul de fluorescenta, in mai multe campuri.
S-a obtinut cd S100A9 are efect chemoatractant asupra leucocitelor si ci in prezenta hidrogelului
aceste celule prezintd o transmigrare diminuatd. Astfel, in cazul monocitelor, s-a observat ca
aceastea transmigreaza in numar foarte mare catre S100A9, comparativ cu chemoatractantul clasic
N-Formylmethionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP) (Figura 13). Deasemenea, in prezenta
hidrogelului, numarul de monocite care transmigreaza in compartimentul de jos al camerei duble

este diminuat (Figura 13).

i) Chemotaxia leucocitelor prin sistemul xCELLigence

Transmigrarea in timp real a leucocitelor (monocite si neutrofile) a fost monitorizata
folosind CIM-plate-16 si sistemul xCELLigence RTCA DP (Roche). S-au folosit pléci cu 16
godeuri, compuse dintr-o camera superioard (UC) si o camera inferioard (LC). UC consta dintr-o
membrand microporoasi de polietilen tereftalat-PET care permite translocarea celulelor din partea
superioara in partea inferioard. Migrarea celulelor a fost monitorizata de senzori cu microelectrozi
de aur interdigitati care genereaza un semnal de impedanta prin contactul cu celulele migrate care
traverseazi membrana. In LC s-a addugat S100A9 (5-10 pg/ml) care sa serveascd drept
chemoatractant pentru monocite si neutrofile. Neutrofilele sau monocitele (4x10°) au fost adaugate
in UC al placii CIM-16 in mediu RPMI fara ser. Migrarea celulelor a fost monitorizata timp de
pana la 20 de ore.

Atunci cind transmigrarea monocitelor a fost evaluatd cu xCELLigence, s-a observat ca
prezenta hidrogelului functionalizat are ca efect reducerea numarului de monocite care

transmigreaza prin hidrogel (Figura 14), deci reducerea inflamatiei.
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Prezentarea pe scurt a figurilor:

Figura 1. Schematizare infarct miocardic. Infarctul miocardic apare atunci cand un vas major care
furnizeaza singe cétre inima (numit artera coronara) este blocat, ceea ce duce la privarea de oxigen
a unei parti din tesutul inimii. Lipsa de oxigen a tesutului inimii cauzeaza deteriorarea sau moartea
zonei afectate. Blocarea vasului de sange este un proces de durata in care factorii inflamatori si
lipidele din organism se lipesc de peretii arterelor formind ceea ce se numeste o placd
ateromatoasa. Cand o bucata din aceasta placa este ruptd, se formeaza un cheag (numit tromb) care
blocheaza vasul de sange.

Figura 2. Inimi murine (a) si miocard porcin obtinut din inimi de porc (b), initiale,
nedecelualrizate.

Figura 3. Inimi murine (a) §i miocard porcin (b) decelularizate; (c) inimi murine in pasii
intermediari de decelularizare.

Figura 4. Figura 3. Coloratie cu hematoxilind eozina a sectiunilor obtinute din a) fesut nativ porcin,
b) tesut decelularizat porcin si ¢) tesut decelularizat murin (5x, 20x).

Figura 5. Higrogel — MIGEL obtinut din miocard porcin decelularizat, liofilizat si rehidratat
Figura 6. Curba logaritmica de etalonare a concentratie de GAG; concentratia de GAG
determinata in hidrogelul MIGEL.

Figura 7. Coloratie Alcian blue pe sectiuni obtinute din a) tesut nativ porcin, b) tesut decelularizat
porcin si ¢) tesut decelularizat murin (5x).

Figura 8. Compozitia biochimica a hidrogelului derivat din miocard porcin investigata prin SDS-
PAGE — Western Blot, folosind anticorpi specifici proteinelor matriceale: colagen I, colagen IV,
eleastind, fibronectina si laminina.

Figura 9. Imagine reprezentativi compozitd folosind obiectiv 10X in contrast de faza (gri),
fluorescentd Hoechst (cian) si PI (rosu) a fibrobalstelor la 24h dupé cultivarea la suprafata gelului
in concentratie de 3x104 celule/cm2 (stanga). Cuantifcarea celulelor moarte pe mai mlte campuri
vizuale (dreapta).

Figura 10. Imagine reprezentativd pentru morfologia celulelor crescute in MIGEL folosind
obiectiv 10x sus si 20x, in contrast de faza (gri) sau fluorescentd Hoechst (cian) si Phalloidin (rosu).

Celule 1a densitate de 3x104/cm2 au fost cultivate timp de 18h pe suprafata gelului.
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Figura 11. Cuantificarea citotoxicitatii induse de inhibitorul ABR25757 asupra fibroblastelor
umane, evaluati utilizand testul Toxi-Light.

Figura 12. Curba etalon de absorbantd (stinga) a inhibitorului de A100A9 - ABR-25757, la
diferite concentratii. Garficul din dreapta reprezinta eliberarea in timp (2h, 4h, 24h) a compusului
incapsulat calculatd atat ca procent din concentratia maxima (verde) dar si concentratia eliberata
exprimatd in uM (albastru).

Figura 13. Transmigrarea monocitelor prin camere duble cdtre fMLP sau S100A9.

Figura 14. Transmigrarea monocitelor masurati cu sistemul xCellicence prin hidrogelul nativ

(rosu) sau prin hidrogelul functionalizat cu ABR (verde).
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Revendicari

Hidrogel din tesut cardiac murin sau porcin caracterizat de 0 compozitie asemanatoare cu cea a
tesutului cardiac nativ, continand principalele molecule de matrice extracelura: colagen I, collagen
IV, elastina, fibronectina, laminina i glicozaminoglicani (GAGs);

Hidrogelul din tesut cardiac conform revendicarii 1 este compatibil cu celulele cardiace umane si
murine, atat fibroblastele umane cardiace cat §i cardiomiocitele murine prezentind morfologie
specifica si o viabilitate de peste 95% atunci cand sunt cultivate pe hidrogelul dezvoltat;
Hidrogelul din tesut cardiac conform revendicdrilor 1 si 2 este caracterizat de o capacitate
chemoatractantd redusa, numarul de neutrofile si monocite transmigrate fiind redus semnificativ
ca raspus la diferiti chemoatractanti, in prezenta hidrogelului;

Hidrogelul din tesut cardiac conform revendicarilor 1 — 3 este caracterizat de posibilitatea de a fi
functionalizat cu inhibitorul alarminei S100A9 sau alti agenti anti-inflamatori pentru terapia
infarctului miocardic.

Hidrogelul din tesut cardiac conform revendicérilor 1 — 4, functionalizat cu inhibitorul de
S100A9 este caracterizat de capacitatea de a fi utilizat in blocarea procesului inflamator,

reducind semnificativ transmigrarea monocitelor catre alarmina S100A9.

Hidrogelul din tesut cardiac conform revendicarlor 1 -5, folosit pentru utilizare rezolutiei

inflamatiei post infarct miocardic.
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Abs Conc (ng/ml)

0.1778 50

0.1935 25

0.2887 12.5

0.5274 6.25

0.8955 3.125

1.4443 1.5625

2.516 Obalank

1.2101 2.015 MIGEL (1:10 dil)

concentratie finala GAG MIGEL: 20.15ng/ml
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