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Teza abordeaza o tematica nouad si importanta in domeniul ingineriei tisulare. Lucrarea
are ca obiectiv dezvoltarea unui dispozitiv Langendorff modificat pentru decelularizarea inimii
de sobolan, impreuna cu un sistem de analiza computerizata de imagini biomedicale pentru
obtinerea biomatricilor cardiace.

Teza include o prezentare a procesului automatizat de decelularizare, a algoritmului
software optimizat si Tmbunatatirile aduse dispozitivului prin integrarea unei coloane vibrante
de fluid. Tn plus, ultimul capitol al lucririi prezintd un aspect inovator si se axeazia pe
optimizarea procesului de decelularizare prin intermediul unor retele neuronale. Aceasta teza
aduce o contributie semnificativd In domeniul ingineriei tisulare prin dezvoltarea unui
dispozitiv Langendorff modificat si a unui sistem de analizd computerizatd de imagini
biomedicale, care poate fi utilizat in procesul de decelularizare a inimii de sobolan.

1. INTRODUCERE

In ultimele decenii, cercetarea medicald a avut un impact semnificativ in cresterea
sperantei de viatd, dar medicina contemporanad se confruntd cu provocari, precum patologia
cronicad degenerativa si deficitul de organe pentru transplant. Lista de asteptare pentru donatori
potriviti este lunga, ceea ce a determinat cdutarea de noi optiuni in transplantologie.

Ingineria tisulara a aparut ca un domeniu de studiu nou, oferind posibilitatea de a crea
organe si tesuturi functionale in vitro prin decelularizare si recelularizare. Aceste metode se
bazeaza pe utilizarea biomatricilor obtinute prin decelularizarea diferitelor organe si tesuturi,
eliminand astfel necesitatea de donatori compatibili si reducand riscul de respingere imuna.

Metodele de decelularizare sunt aplicate cu succes in functie de grosimea si tipul de
tesut sau organ, iar protocoalele experimentale au obtinut rezultate promitatoare in cazul
tesutului cardiac. Procesul de decelularizare implica tratamente precum incubarea statica, care
expune tesutul la anumite forme de turbulenta.

Ingineria tisulard prezinta un potential promitator in medicina, dar trebuie depasite
obstacole tehnice si economice pentru a ajunge la un numar mare de pacienti. Dezvoltarea de
biomateriale capabile sa elibereze oxigen controlat si sd stimuleze angiogeneza poate asigura
necesarul de oxigen si nutrienti pentru tesuturile modificate. Utilizarea organelor decelularizate
cu canale vasculare si a componentelor matricei extracelulare imbunatatite reprezintd alte
strategii interesante. In plus, utilizarea celulelor autologe elimina riscul de respingere imuna,
dar poate fi limitata in anumite aplicatii, ceea ce duce la explorarea altor surse de celule, cum
ar fi celulele progenitoare si celulele stem. Bioreactoarele joaca un rol esential in reproducerea



mediului nativ si in obtinerea de tesuturi viabile si functionale in vitro.

Studiile in biologia dezvoltarii si biologia celulara au furnizat baza pentru reproducerea
mediului nativ in ingineria tisulard. Cunoasterea expresiei genetice si a cdilor de reglementare
a functiei celulare si dezvoltarii tesuturilor a condus la progrese semnificative in acest domeniu.
Abordarea ingineriei tisulare acopera nivelurile microscopice si celulare, precum si nivelurile
macroscopice ale tesuturilor si organelor, imitdnd mediul nativ al acestora.

Bioreactoarele sunt utilizate pentru simularea mediului natural al dezvoltarii si
regenerarii tesuturilor, permitand formarea de tesuturi viabile si functionale in vitro. Acestea
implica gestionarea controlului asupra mai multor factori, care influenteaza activitatea celulara
si ofera o modalitate de imbunatatire a formarii de tesuturi, care nu este posibila in vivo sau cu
tehnici traditionale de culturd a tesuturilor. Cu toate acestea, realizarea bioreactoarelor adecvate
implica abordari inovatoare si luarea n considerare a sistemelor fiziologice intr-o perspectiva
inginereasca.

Pentru a asigura un transport adecvat al substantelor nutritive si eliminarea produselor
metabolice, este esentiald proiectarea bioreactoarelor. Factorii mecanici si electrici joaca, de
asemenea, un rol important in dezvoltarea si functionarea tesuturilor. Bioreactoarele avansate
permit generarea de grefe de tesuturi functionale si studierea raspunsurilor biologice complexe

[1].

Protocoalele experimentale de decelularizare variaza in functie de obiectivul si tipul de
tesut sau organ. Prima etapd a protocolului implicd curatarea si pregatirea tesutului sau
organului. Apoi, se selecteaza un mediu de decelularizare adecvat, care este mentinut pentru o
anumitd perioada de timp. Procesul de decelularizare poate fi monitorizat utilizand tehnici
precum microscopia si spectrofotometria.

Protocoalele eficiente de decelularizare implica abordari fizice, chimice si enzimatice.
Un protocol tipic incepe cu liza membranei celulare, urmatd de separarea componentelor
celulare si indepartarea resturilor celulare. Pentru a evita reactiile negative ale tesutului gazda,
substantele chimice reziduale trebuie indepartate. Nu existd un protocol universal pentru
decelularizare, iar fiecare protocol are avantaje si dezavantaje specifice.

Existd mai multe categorii de metode de decelularizare, inclusiv mecanisme fizice,
chimice si combinate, care depind de tipul tesutului si obiectivele cercetarii. Evaluarea
riguroasa si controlatd a procesului de decelularizare este esentiald pentru obtinerea de rezultate
precise si de incredere. Deoarece fiecare organ si tesut are caracteristici diferite, gasirea unui
agent de decelularizare universal si eficient este dificild. Metodele fizice, cum ar fi inghetarea,
presiunea directd, ultrasunetele, campul electric si agitatia, pot fi utilizate in decelularizare.

Forta mecanica poate fi utilizata pentru a separa straturile de tesuturi cu planuri naturale
de disectie. Ultrasunetele si agitarea mecanica au fost combinate cu tratamente chimice pentru
a liza celulele si a indeparta resturile celulare. De asemenea, electroporarea poate fi utilizata
pentru a creste permeabilitatea membranei celulare si a introduce substantele chimice
decelularizante Tn organ sau tesut. Aceste metode au fost utilizate in diferite studii si prezinta
promisiune in decelularizarea tesuturilor si organelor.

Un alt aspect important in ingineria tisulara este utilizarea biomaterialelor.
Biomaterialele pot fi adaptate pentru eliberarea controlatd a oxigenului si stimularea
angiogenezei, asigurand astfel necesarul de oxigen si nutrienti pentru tesuturile modificate.
Dezvoltarea de biomateriale mbunatatite si utilizarea organelor decelularizate cu canale
vasculare si componentele matricei extracelulare reprezinta alte strategii interesante.

Utilizarea celulelor autologe elimina riscul de respingere imund, dar poate fi limitata in
anumite aplicatii, ceea ce a condus la cdutarea altor surse de celule, precum celulele
progenitoare si celulele stem. Bioreactoarele joaca un rol esential in reproducerea mediului
nativ si in obtinerea de tesuturi viabile si functionale in vitro.



Studiile in domeniul biologiei dezvoltarii si biologiei celulare au furnizat baza pentru
reproducerea mediului nativ in ingineria tisulara. Cunoasterea expresiei genetice si a cailor de
reglementare a functiei celulare si dezvoltarii tesuturilor a condus la progrese semnificative in
acest domeniu. Inginerii biomedicali utilizeaza aceste cunostinte pentru a cerceta, studia si
imbunatati rdspunsurile biologice si pentru a genera tesuturi functionale. Abordarea ingineriei
tisulare acopera atat nivelurile microscopic si celular, cat si nivelurile macroscopice ale
tesuturilor si organelor, imitand mediul nativ al tesuturilor.

Tn concluzie, ingineria tisulara reprezinti o abordare promititoare pentru solutionarea
problemelor legate de patologia cronica degenerativa si nevoia de transplanturi. Prin utilizarea
metodelor de decelularizare si recelularizare, biomaterialelor si bioreactoarelor avansate, se pot
crea organe si tesuturi functionale in vitro, reducand astfel dependenta de donatori si riscul de
respingere imund. Cu toate acestea, obstacole tehnice si economice trebuie depasite pentru a
realiza implementarea clinica pe scara largd a acestor tehnologii, dar cercetarile si dezvoltarea
continud in acest domeniu aratd un potential promitator pentru viitorul medicinei regenerative.

2. DIVERSE DISPOZITIVE DE LABORATOR SI SISTEME DE
DECELULARIZARE

Biomatricile trebuie sa respecte arhitectura specifica a organului respectiv si sa fie cat
mai putin populate cu celule proprii, astfel incat sa permita ulterior popularea cu celule obtinute
in laborator de la pacientul care urmeaza sa primeasca transplant.

Metoda Langendorff, dezvoltata in 1895, este utilizata pentru perfuzia inimii izolate in
vitro, furnizandu-i nutrienti si oxigen pentru a mentine functionalitatea sa [2].

Decelularizarea este un proces crucial in obtinerea de biomatrici cardiace, dar trebuie
realizatd cu grija pentru a pastra integritatea structurald a matricei extracelulare si a retelei
vasculare. Dispozitivele utilizate in decelularizare se bazeaza pe principiul Langendorff si
implica stabilirea unei presiuni de perfuzie adecvate pentru a permite decelularizarea fara a
deteriora arhitectura biomatricei. Deoarece decelularizarea este inca slab studiata, tehnologiile
si dispozitivele asociate sunt in mare parte nestandardizate si limitate la dimensiuni mici,
specifice laboratorului. Existd un interes crescut in obtinerea de biomatrici de la organe si
tesuturi, iar protocoalele de decelularizare au fost optimizate pentru diverse situatii.

Sistemele de decelularizare se impart in doua categorii principale: decelularizare pe
baza de perfuzie si decelularizare prin imersie sau agitatie bruta. Parametrii de control
importanti in decelularizare includ tipul si concentratia agentului de decelularizare, precum si
timpul de expunere, care trebuie optimizati pentru a obtine o indepartare eficientd a ADN-ului
si ARN-ului fard a afecta structura matricei extracelulare.

Sistemele de decelularizare bazate pe perfuzie reprezintd metode automate utilizate
pentru a indeparta materialul celular din organe, pastrand in acelasi timp structura matricei
extracelulare (ECM). Mai multe studii stiintifice au prezentat diferite abordari in acest domeniu.
Unul dintre primele sisteme de automatizare prin perfuzie s-a concentrat pe decelularizarea
rinichilor ntregi de porc [3]. Metoda a implicat cicluri alternante intre utilizarea SDS (dodecil-
sulfat de sodiu), clorura de sodiu si apa deionizata, iar valvelor solenoide le-a fost controlata
rata de perfuzie. Acest sistem a redus timpul de expunere la SDS de la 36 de ore la doar 5 ore
si a obtinut o decelularizare completa a rinichilor de porc.

Un alt sistem complet automat a fost creat pentru decelularizarea plamanilor de porc
[4]. Acest sistem a automatizat complet procesul de decelularizare a organelor cu sisteme
vasculare intacte. Utilizand un program software, supapele au fost controlate pentru a directiona
perfuzia fluidului de decelularizare prin sistemul vascular si caile respiratorii. Acest sistem a
demonstrat o eficientd crescutd si un timp de decelularizare mult redus in comparatie cu
metodele manuale.



Un alt sistem de decelularizare a organelor de dimensiuni mari, precum rinichii de porc,
a fost dezvoltat utilizand camere individuale cu sisteme vasculare intacte [5]. Acest sistem a
permis decelularizarea simultand a mai multor organe si a functionat in mod consecvent si
reproductibil.

Pentru a scurta timpul necesar decelularizarii aortei porcine, s-a utilizat o metoda
hibrida, care a implicat utilizarea solutiilor SDS si tratamentul cu dioxid de carbon supercritic
(scCO2) [6]. Acest tratament a accelerat procesul de spalare si a permis extragerea eficienta a
materialului celular din tesutul aortic.

In cazul ficatului de soarece si de porc, s-a utilizat un dispozitiv brevetat care a permis
decelularizarea in conditii de presiune oscilanta [7]. Prin pomparea reactivilor in ficat si crearea
unei conditii de presiune oscilantd, materialul celular a fost indepartat eficient.

Aceste sisteme de decelularizare bazate pe perfuzie ofera avantaje precum
automatizarea completa a procesului, reducerea timpului de decelularizare si pastrarea structurii
matricei extracelulare. Cu toate acestea, fiecare sistem are si dezavantaje specifice, cum ar fi
costurile mai mari pentru reactivi si gestionarea deseurilor. In continuare, aceste abordari
reprezintd progrese semnificative in dezvoltarea tehnicilor de decelularizare si deschid noi
perspective in domeniul regenerdrii si ingineriei tesuturilor.

Sistemele de decelularizare bazate pe imersie si agitare implica utilizarea agentilor
fizici, taierea sau tocarea organului de interes, scufundarea in reactivi, urmata de 0 amestecare.
Aceasta metoda bruta accelereaza procesul de decelularizare prin permiterea penetratiei rapide
a detergentilor in tesut si eliminarea continutului celular. Un exemplu de utilizare a acestei
abordari este studiul lui Skardal si colaboratorii sai ( [8]) care au dezvoltat o biocerneala pentru
constructia de tesut bioimprimat. In acest studiu, tesutul a fost tdiat in bucati mici si introdus in
apa deionizata, fiind apoi agitat timp de 3 zile. Au fost aplicate solutii de Triton X-100 si
NH4OH pentru decelularizare, iar apoi tesutul a fost curdtat cu apa deionizatd. Matricea
extracelulara decelularizata rezultata a fost utilizata pentru a crea o cerneala bio.

Studii similare au fost realizate de Pati si Choi, care au investigat utilizarea acestei
abordari pentru tesutul cardiac de porc, muschii scheletici, cartilaj si tesut adipos [9, 10].
Aceastd abordare permite obtinerea unei decelularizari complete si eficiente, cu potentialul de
a fi adaptatd la diferite tipuri si forme de tesut. Cu toate acestea, sunt necesare mai multe
cercetari pentru a standardiza si extinde utilizarea acestor tehnici de decelularizare.

Pana in prezent, nu exista o literaturd, care sd revizuiascd sistemele si instrumentele
comerciale de decelularizare. Companiile comerciale, care produc biomateriale bazate pe
matricea extracelulara (ECM), se concentreaza pe aborddrile si procesele utilizate in
decelularizare. Cateva exemple de astfel de companii includ Miromatrix, ADInstruments,
Langendorft si Xylyx Bio. Miromatrix, ADInstruments si Langendorff au adaptat dispozitive
de perfuzie pentru utilizarea lor in diferite studii. De exemplu, Miromatrix produce ECM
decelularizat din intregul organ, care este apoi utilizat in procesul de recelularizare [11]. Xylyx
Bio se concentreaza pe producerea de ECM pentru porci si oameni, insd metodele si
instrumentele utilizate in decelularizarea organelor si tesuturilor nu au fost dezvaluite inca.

Existd cateva dispozitive dezvoltate de companii precum Harvard Apparatus (HA) si
Ebers, care se concentreaza pe sisteme de decelularizare comerciale. Un exemplu este camera
tubulara Ebers, care initial a fost conceputa pentru cultivarea celulelor, dar acum este utilizata
si pentru decelularizarea tesuturilor si organelor cu structuri in forma de tub, cum ar fi traheea
si esofagul [12]. Aparatul Harvard HPC-3 este o camera de perfuzie hidrostatica utilizata pentru
decelularizarea organelor si tesuturilor [13]. Harvard Apparatus a dezvoltat si ORCA (Organ
Control and Acquisition Bioreactor) in 2013, care poate gestiona decelularizarea si
recelularizarea organelor de diferite dimensiuni [14].

Aceste dispozitive comerciale oferd solutii pentru decelularizarea si recelularizarea
organelor si tesuturilor la scara mica, dar informatiile si resursele despre aceste echipamente



pot fi limitate si greu de gasit.

Lipsa standardelor universale pentru caracterizarea materialelor decelularizate este una
dintre provocdrile procesului de decelularizare. Variabilitatea organelor si continutul lor diferit
de ADN si tesut fac dificila stabilirea unui standard comun de evaluare a decelularizarii. Cu
toate acestea, cantitatea de ADN rdmasa in matricea extracelulard decelularizata serveste drept
criteriu principal de evaluare, iar aceasta poate fi masurata prin metode precum colorarea si
masurarea lungimii reziduale.

Majoritatea sistemelor utilizate Tn cercetare pentru decelularizare sunt specializate si
implica utilizarea unui numar mic de bioreactoare dedicate. Pe piata, exista doar cateva optiuni
disponibile in prezent. Diverse echipe de cercetare utilizeaza metode variate pentru evaluarea
matricei extracelulare decelularizate. De exemplu, unele abordari includ analize histologice,
analize macroscopice, evaludri biochimice si scanari CT, in timp ce altele utilizeaza coloratii,
imunofluorescenta, teste ADN si imagistica.

Pe langa evaluarea continutului de ADN, exista si alte metode recomandate pentru
caracterizarea materialelor decelularizate. Acestea includ analiza histologica a componentelor
matricei extracelulare, analiza ultrastructurii, analiza cantitativa a continutului de colagen si
glicozaminoglicani, precum si analiza proprietatilor biomecanice. Pentru a dezvolta standarde
si recomandari relevante pentru utilizarea sigura a matricei extracelulare decelularizate, este
important sa se ia in considerare aceste metode de evaluare suplimentare.

3. PROIECTAREA SI REALIZAREA UNUI DISPOZITIV EXPERIMENTAL
FOLOSIT PENTRU DECELULARIZAREA INIMILOR DE SOBOLAN

Procesul de decelularizare are potentialul de a furniza o platforma acelulard pentru
regenerarea organelor si tesuturilor. Cu toate acestea, existd un compromis Intre mentinerea
integritatii biomecanice si eliminarea celulelor imunologe. in prezent, nu existi un protocol
standardizat si bine optimizat pentru decelularizare, ceea ce reprezintd o provocare atat pentru
medici, cat si pentru inginerii biomedicale. Protocoalele utilizate permit un grad avansat de
decelularizare, dar pot produce si deteriordri care vor afecta calitatea organului destinat
transplantului.

Dezvoltarea unui sistem automatizat pentru decelularizare este un obiectiv principal,
eliminand astfel operatiile manuale si supravegherea constanta.

Obiectivele generale ale cercetdrii includ dezvoltarea, calibrarea si testarea unui
dispozitiv experimental de tip Langendorff, controlat in presiune pentru decelularizarea inimii
de sobolan. Metoda de decelularizare va fi validata utilizdnd o metoda spectrofotometrica
pentru evaluarea evolutiei procesului de decelularizare.

Cercetarea propune, de asemenea, imbundtdtirea si optimizarea dispozitivului
experimental prin introducerea unei coloane vibrante de fluid, care va reduce timpul de
decelularizare prin aplicarea unui efect mecanic asupra membranelor celulare.

Metoda spectrofotometriei in ultraviolet, folosind NanoDrop ND-1000, va fi utilizata
pentru determindrile in timp real ale procesului de decelularizare. Acest instrument permite
masuratori directe pentru acizii nucleici si proteine, fara a fi nevoie de reactivi suplimentari.

Obiectivele propuse vor fi validate prin experimente utilizdnd inimi de sobolan, iar
rezultatele obtinute vor fi confirmate si validate utilizdnd echipamentul si metodele dezvoltate
in cadrul cercetarii.

Cercetarea se realizeaza in colaborare Intre Facultatea de Electronica, Telecomunicatii
si Tehnologii Informationale, Departamentul de Masurari si Electronica Optica al Universitatii
Politehnica Timisoara si Institutul de Cercetare OncoGen din Timisoara.



4. PROIECTAREA SI REALIZAREA UNUI DISPOZITIV LANGENDORFF
MODIFICAT PENTRU DECELULARIZAREA INIMII DE SOBOLAN

Capitolul 4 se concentreaza pe proiectarea si realizarea unui dispozitiv Langendorff
modificat pentru decelularizarea inimii de sobolan. Scopul studiului este de a utiliza procesul
de decelularizare pentru regenerarea organelor si tesuturilor, oferind o platforma de tesut si
organ acelular pentru medicina regenerativa. Se mentioneaza ca procesul de decelularizare
implicad indepartarea celulelor imunologe si pastrarea integritatii biomecanice.

Pentru acest scop, s-a dezvoltat un dispozitiv experimental de tip Langendorff, controlat
in presiune, cu costuri reduse si usor de utilizat [15, 16]. Dispozitivul este format din doua parti
constructive: ansamblul hidraulic si partea electronica de comanda. Procesul de decelularizare
utilizeaza o solutie de detergent ionic (dodecil-sulfat de sodiu) care este recirculata in timpul
perfuziei inimii. Prin monitorizarea concentratiei de ADN si proteine in solutie, se poate
determina cinetica decelularizarii.

Descrierea dispozitivului experimental evidentiaza componentele si functionalitatea
acestuia. Camera de decelularizare contine inima pregatita pentru decelularizare si solutia de
decelularizare, iar aceasta din urma este perfuzatd in inimd prin intermediul unei pompe
peristaltice. Un traductor de presiune monitorizeaza presiunea de perfuzie, iar un modul de
automatizare controleaza functionarea pompei peristaltice.

Camera de decelularizare

2. Barad magnetica

3. Agitator magnetic

4. Canula

5. Inima

6. Supaps manuala

7. Pompa peristaltica

8. Amplificator de presiune
9. Comparator

10. Tensiune de referinta

11, Amplificator de comanda
12. Releu solid state

M. Manometru mecanic

P. Traductor rezistiv de presiune

Figura 1. A. Dispozitiv experimental. B. Diagrama bloc (adaptare dupa D. D. Bonciog si colab.) [15].

Un protocol experimental a fost realizat pentru a valida si testa dispozitivul. Au fost
decelularizate inimile a cinci sobolani, iar inimile au fost excizate si infuzate cu solutie SDS
1,5% timp de 600 de minute. Inimile acestor sobolani au fost indepartate Tn conformitate cu
legislatia internationald (Ghidul pentru Ingrijirea si Utilizarea Animalelor de Laborator publicat
de Institutul National de Sanatate nr.85-23) si recomandarile Comisiei de Etica a UMF )V
Babes” Timisoara.

Probele de solutie au fost prelevate la intervale regulate pentru a determina concentratia
de acizi nucleici si proteine. Aceste determindri au fost efectuate folosind metoda
spectrofotometrica in ultraviolet. Momentul final al decelularizarii a fost stabilit atunci cand
concentratia acestor analiti a devenit constanta.

Rezultatele si discutiile privind decelularizarea inimii de sobolan sunt prezentate intr-
un mod succint si nu sunt incluse in acest rezumat.

In concluzie, acest capitol se concentreaza pe proiectarea si realizarea unui dispozitiv
Langendorff modificat pentru decelularizarea inimii de sobolan. Dispozitivul experimental
dezvoltat se dovedeste a fi eficient in procesul de decelularizare, oferind premisele obtinerii
unor organe cu o buna capacitate functionala pentru medicina regenerativa.



5. PROIECTAREA UNUI SISTEM AUTOMATIZAT PENTRU PROCESUL
DE DECELULARIZARE A INIMII DE SOBOLAN

Capitolul 5 se referd la proiectarea unui sistem automatizat pentru procesul de
decelularizare a inimii de sobolan.

In cadrul acestui capitol, se prezinta crearea aplicatiei software de achizitie, prelucrare
si analizd a imaginilor biomedicale, precum si optimizarea algoritmului software pentru
decelularizarea automata

Aplicatia software are ca scop principal achizitionarea, prelucrarea si analiza imaginilor
biomedicale obtinute in timpul procesului de decelularizare. Sistemul ideal de decelularizare ar
trebui sa produca o structura tridimensionala a biomatricei, complet decelularizata, cu eficienta
si precizie maxime.

Etapa intermediarda pentru automatizarea procesului de decelularizare implica
dezvoltarea unui dispozitiv experimental complex, de tip Langendorff, pentru obtinerea
biomatricilor cardiace. Acest studiu pilot utilizeaza un balon de latex pentru simularea unei
inimi de sobolan, in care se introduce initial un colorant. Apoi, prin pomparea controlata a apei
distilate, colorantul este inlocuit treptat cu apd distilatd. Scopul este de a valida aplicatia
software prin detectarea automata a momentului in care inima simulata se decoloreaza complet
si de a opri sistemul.

Obiectivele generale ale acestei aplicatii software includ simularea procesului de
decelularizare intr-un mod accesibil si cu costuri reduse, pentru a evita sacrificarea inimilor
reale. Utilizand un model de inima simulata, se poate testa si modifica algoritmul software in
timp real, astfel incat sa indeplineasca cerintele si sa fie pregatit pentru utilizare in mediul real.
Aplicatia software trebuie sa permita vizualizarea in timp real a actiunilor efectuate si sa ofere
optiuni de selectare a unei zone pentru prelucrarea si analiza imaginilor. Imaginile achizitionate
si prelucrate vor fi stocate intern si vor fi reprezentate grafic pentru vizualizarea evolutiei
colorantului din inima simulata.

Dispozitivul experimental implica implementarea hardware si consta intr-un sistem de
achizitie, procesare si analiza a imaginilor biomedicale. Acesta utilizeaza o placa Raspberry Pi
si un modul de camera video Raspberry pentru automatizarea procesului de decelularizare.
Balonul din latex, care simuleaza inima, este introdus intr-o camera de decelularizare si este
alimentat cu apa distilatd pentru simularea decelularizarii. Pentru controlul procesului, se
utilizeaza un injectomat de uz clinic si o pompa peristaltica, care sunt comandate de un modul
electronic de comanda.

Schema bloc a sistemului de automatizare este ilustratd in figura urmatoare.

« Legenda:

1. Monitor

2. Raspberry Pi

3. Camera video Raspberry Pi
e 4. Agitator magnetic

8 — 5. Bard magnetici
1 ( Y 6. Camerd de decelularizare
a B 7. Inima simulati
5 8. Canuld

9. Pompd peristalticd

10. Modul de comanda

11. Rezervoare

12, Injectomat de uz clinic

Figura 2. Schema bloc a sistemului (adaptare dupa D. D. Bonciog si colab.) [17].



Interfata cu utilizatorul permite vizualizarea In timp real a inimii care contine colorantul,
pozitionarea inimii in cadrul camerei de decelularizare si setarea intervalului de timp pentru
achizitionarea imaginilor. Utilizatorul poate, de asemenea, selecta o zond de interes din
imaginea inimii pentru a fi ulterior prelucrata si analizata.

Left + Left -
Right + | Right -
Top + Top -
Buttom + Buttom -
Stop time T
Time get photo |7

Figura 3. Interfata cu utilizatorul (adaptare dupa D. D. Bonciog si colab.) [18].

Partea a doua a aplicatiei software se ocupa de achizitionarea si procesarea imaginilor
biomedicale. Aceasta implica capturarea imaginilor in timp real de catre camera Raspberry Pi
si stocarea acestora pe cardul micro SD. Imaginile achizitionate sunt apoi prelucrate pentru a
extrage informatii relevante despre evolutia colorantului din inima. Aceste informatii pot fi apoi
reprezentate grafic pentru a vizualiza si analiza evolutia decelularizarii.

Pentru implementarea software-ului, au fost utilizate mai multe biblioteci si module
Python, cum ar fi ,,OpenCV” si ,,VideoCapture (0)” pentru capturarea si procesarea imaginilor,
., TKinter” pentru crearea interfetei grafice si ,,matplotlib” pentru reprezentarea grafica a datelor.

In concluzie, aceasti sectiune a proiectului se concentreazi pe dezvoltarea unei aplicatii
software, care sa permita achizitionarea, prelucrarea si analiza imaginilor biomedicale in timp
real In cadrul procesului de decelularizare a inimii de sobolan. Prin intermediul acestei aplicatii,
utilizatorul poate controla si monitoriza evolutia decelularizarii si poate obtine informatii
relevante despre stadiul procesului. Aceasta aplicatie software reprezintd un pas important in
automatizarea si optimizarea procesului de decelularizare, deschizand calea catre aplicatii
complexe si inovatoare Tn medicina regenerativa.

Dupa finalizarea dezvoltarii aplicatiei software, aceasta poate fi utilizatd in cadrul
procesului de decelularizare a inimii de sobolan. Utilizatorul poate configura parametrii
aplicatiei, cum ar fi intervalul de timp pentru achizitionarea imaginilor si zona de interes in
inima pentru analiza. Apoi, aplicatia va incepe achizitionarea imaginilor in timp real folosind
camera Raspberry Pi si le va procesa pentru a extrage informatiile necesare.

Pe masura ce imaginea inimii colorate evolueaza in timp (decolorare), aplicatia va
actualiza in timp real vizualizarea inimii si va afisa graficul evolutiei colorantului. Acest lucru
ofera utilizatorului posibilitatea de a monitoriza progresul decelularizarii si de a identifica orice
anomalii sau probleme care pot aparea in timpul procesului.

In plus, aplicatia poate salva imaginile achizitionate si datele asociate pe un card micro
SD, permitand utilizatorului sa acceseze si sa analizeze ulterior aceste informatii. Acest aspect



este util pentru a efectua analize si comparatii Tn timpul mai multor sesiuni de decelularizare
sau pentru a impartasi datele cu alti cercetatori si specialisti in domeniul medicinii regenerative.

Tn concluzie, dispozitivul experimental realizat, impreund cu aplicatia software
dezvoltata in cadrul acestui proiect ofera un instrument puternic si versatil pentru monitorizarea
si analiza decelularizarii inimii de sobolan. Tn figura de mai jos se poate observa dispozitivul
experimental Tn ansamblu.

Figura 4. Dispozitivul experimental utilizat pentru automatizarea procesului de decelularizare (dupa D. D.
Bonciog si colab.) [17].

Prin automatizarea procesului de achizitionare si prelucrare a imaginilor, utilizatorii pot
obtine informatii in timp real si pot lua decizii mai bine informate in ceea ce priveste stadiul si
progresul decelularizarii. Aceasta deschide noi perspective in domeniul medicinii regenerative
si poate contribui la dezvoltarea de tratamente inovatoare pentru afectiunile cardiace umane.

Subcapitolul 5.2 se refera la optimizarea algoritmului software pentru decelularizarea
automata in procesul de decolorare a inimilor simulate de sobolan. Scopul studiului este de a
imbunatati algoritmul software pentru a determina cu o precizie mai mare momentul final al
decolorarii inimilor simulate. Pentru acest scop, s-au efectuat studii preliminare in care zona de
interes a fost convertitad in tonuri de gri, iar procesarea a fost realizatd pentru a determina
momentul final al decolorarii. S-a ales aceasta abordare pentru a ne apropia cat mai mult de
metoda spectrofotometrica clasicd, care presupune existenta unei singure lungimi de unda
optime la care se face determinarea concentratiei speciei chimice analizate. Validarea acestei
aplicatii software, dar si calculul nivelului de precizie pentru aceste procese experimental se
vor efectua prin studii comparative de spectrofotometrie Tn ultraviolet pentru probele de
colorant preluate la un interval de timp identic.

Pentru dispozitivul experimental s-a mentinut aceeasi arhitectura hardware, iar
implementarea software a fost imbunatatitd pentru validarea automatd a procesului de
decelularizare.

Utilizatorul poate contura zona de interes, iar imaginile achizitionate sunt procesate
folosind algoritmul software creat. Imaginile sunt salvate in directoare separate si prelucrate
pentru a obtine o imagine completa si precisa a inimii simulate.

Sistemul de monitorizare utilizeaza valorile obtinute din imaginile achizitionate si le
reprezinta grafic. Cu fiecare imagine achizitionatd, graficul este actualizat, iar evolutia culorii



inimii simulate este reprezentatd. Procesul este incheiat automat atunci cand inima devine
transparentad, iar graficul final este salvat.

Pentru validarea aplicatiei software, s-a efectuat pentru fiecare experiment teste
spectrofotometrice al concentratiei colorantului folosit in procesul experimental. Valorile
masurate au fost comparate cu evolutia culorii inimii simulate si nu s-au observat diferente
semnificative, confirmand ca aplicatia software raspunde cerintelor experimentale.

Arhitectura software pentru optimizarea algoritmului software este prezentata in figura

de mai jos.
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Figura 5. Diagrama de functionare a algoritmului software (adaptare dupa D. D. Bonciog si colab.) [19].

Rezultatele obtinute arata ca algoritmul software propus poate fi folosit cu succes in
monitorizarea procesului de decelularizare a inimilor reale recoltate de la sobolani. S-a
demonstrat ca utilizarea algoritmului software imbunatatit, In monitorizarea procesului de
decolorare, este precisa si fiabild, deoarece rezultatele acestuia se potrivesc cu cele obtinute prin
metoda spectrofotometrica, care este o metoda frecvent utilizatd pentru evaluarea succesului



procesului de decelularizare. Acest lucru indica faptul cd algoritmul software imbundatatit
indeplineste criteriile experimentale necesare intr-un mediu fiziologic si poate fi considerat un
instrument valid pentru procesul de decelularizare.

Aceastd optimizare a algoritmului software pentru decelularizarea automata aduce
beneficii in ceea ce priveste precizia si eficienta procesului, oferind o metoda promitatoare
pentru monitorizarea decelularizarii inimilor reale in studiile ulterioare.

6. IMBUNATATIREA DISPOZITIVULUI EXPERIMENTAL CONTROLAT
IN PRESIUNE PREVAZUT CU O COLOANA VIBRANTA DE FLUID

In acest capitol, se prezintd un rezumat al imbunatatirii dispozitivului experimental
controlat in presiune prevazut cu o coloana vibrantad de fluid.

Studiile anterioare au evidentiat ca o proportie semnificativa a organelor si tesuturilor
transplantate se pierd intr-un interval de timp relativ scurt, iar celelalte sufera de afectiuni ale
sistemului imunitar. Pentru a aborda aceastd problema, s-au dezvoltat tehnici de decelularizare
a organelor si tesuturilor, care au dus la aparitia ingineriei tisulare.

Scopul acestui studiu a fost proiectarea si implementarea unui dispozitiv experimental
de tip Langendorff controlat in presiune si prevdzut cu o coloand vibrantd de fluid. Prin
aplicarea unei presiuni de perfuzie oscilante asupra membranelor celulare, procesul de
decelularizare poate fi accelerat prin generarea de unde mecanice de presiune care pot distruge
membranele celulare si componentele matricei extracelulare. Utilizarea ultrasunetelor de
frecventa ultrasonica a fost investigata pentru acest scop.

Obiectivul principal al acestui studiu a fost evaluarea cineticii procesului de
decelularizare a inimii sobolanului sub influenta unei presiuni de perfuzie oscilante de joasa
frecventa. Dispozitivul experimental proiectat a fost bazat pe principiul dispozitivului
Langendorff si a constat dintr-o camera de decelularizare care continea solutia de lizare a
celulelor, un agitator magnetic si o bara magnetica pentru omogenizarea solutiei, un ansamblu
electromagnetic care producea vibratii in inima prin generarea unei coloane vibrante de lichid,
o pompa peristalticd pentru circulatia solutiei de decelularizare si un sistem de control al
presiunii de perfuzie.

Dispozitivul a fost proiectat astfel incat sa ofere posibilitatea suprapunerii unei presiuni
oscilante cu o frecventa de 18Hz peste presiunea de perfuzie. Utilizarea ultrasunetelor de joasa
frecventd pentru decelularizare a prezentat avantaje in ceea ce priveste viteza si evitarea
utilizarii substantelor chimice dure sau a presiunilor ridicate care ar putea dauna structurii ECM
a organelor.

In figura de mai jos se observa diagrama bloc a acestui dispozitiv experimental.

230V/50Hz

230w50Hz

Figura 6. Schema sistemului propus (adaptare dupa D. D. Bonciog si colab.) [17].



Pentru interpretarea diagramei bloc prezentata in figura 6, mai jos este prezentat un tabel
ce contine legenda acesteia.

Tabel 1. Legenda diagramei bloc (adaptare dupa D. D. Bonciog si colab.) [17].

1 Inima 14 Redresor bilaternanta

2 Canula 15 Transformator cu prizd mediand

3 Ansamblu electromagnetic 16 Amplificator de presiune

4 Magnet permanent 17 Comparator

5 Bobina 18 Tensiune de referinta

6 Bara feromagnetica 19 Amplificator de comanda

7 Camera de decelularizare 20 Releu solid state

8 Bara magnetica 21 Circuit de amortizare

9 Agitator magnetic 22 Transformator coborator de tensiune
10 | Amplificator de putere 23 Pompd peristaltica

11 | Oscilator Wien M~ | Motorul de curent alternativ al pompei peristaltice
12 | Stabilizator de tensiune M Manometru

13 | Filtru P Traductor de presiune

Componentele sistemului au inclus o camera de decelularizare, un agitator magnetic si
o bard magnetica pentru omogenizarea solutiei, un ansamblu electromagnetic pentru generarea
vibratiilor, o pompa peristaltica pentru circulatia solutiei, un traductor de presiune pentru
monitorizarea presiunii de perfuzie si un sistem de automatizare pentru controlul functionarii
pompei peristaltica si a celorlalte componente ale sistemului. Toate aceste componente au fost
integrate intr-o unitate centrala de control, care a fost responsabila de coordonarea si controlul
operatiunilor sistemului.

Camera de decelularizare a fost proiectata pentru a gazdui inima care urma sa fie
decelularizata. Aici s-a realizat procesul de eliminare a celulelor si a componentelor celulare
din tesut, astfel incat sa raimana doar matricea extracelulara.

Agitatorul magnetic si bara magnetica au fost utilizate pentru omogenizarea solutiei de
decelularizare si pentru a asigura o distributie uniforma a substantei active in tesut. Agitatorul
magnetic a generat miscdri vibrante si oscilatii in solutie, iar bara magneticd a contribuit la
dispersarea si amestecarea uniforma a solutiei in tesut.

Ansamblul electromagnetic a fost utilizat pentru generarea vibratiilor, care au favorizat
penetrarea solutiei de decelularizare in tesut si stimularea procesului de decelularizare.
Vibratiile generate au ajutat la descompunerea structurii celulare si la facilitarea elimindrii
celulelor din tesut. Acest ansamblu este format dintr-un magnet permanent sub forma unui disc
perforat, de care este fixata o bobina care este strabatuta de un tub de sticla cu diametrul de 1
cm, in interiorul cdruia se afla o bara feromagnetica cilindrica invelita in teflon. Atata timp cat
bobina nu este alimentata, bara este tinuta intr-o pozitie fixd de campul magnetic produs de
magnetul permanent. Cand bobina este alimentatd cu o tensiune alternativa, bara va incepe sa
oscileze in jurul pozitiei de echilibru. Amplitudinea maxima a acestor oscilatii, pentru o anumita
intensitate a curentului, depinde de caracteristica constructiva a aparatului si a fost determinata
experimental, pentru o frecventa de 18 Hz, la aproximativ 9 mm. Masuratorile au fost facute
dupa ce dispozitivul a fost umplut cu solutie de decelularizare.

Solutia de decelularizare este aspiratd din camera de decelularizare de céatre pompa
peristaltica. Aceastda pompa a fost responsabild de circulatia solutiei de decelularizare in
interiorul sistemului si prin tesutul cardiac plasat in camera. Acest lucru a asigurat o distributie
uniforma a solutiei 1n tesut si un proces eficient de decelularizare.

Traductorul de presiune a fost utilizat pentru monitorizarea presiunii de perfuzie a
solutiei de decelularizare. Acesta a furnizat informatii cu privire la presiunea exercitata asupra
tesutului si a ajutat la ajustarea si controlul fluxului de solutie.




Sistemul de automatizare este format dintr-o serie de componente, care se regasesc in
tabelul 1. Dimensionarea componentelor pentru proiectarea circuitelor realizate nu sunt incluse
in acest rezumat. Rolul acestora este de a permite controlul si coordonarea functionarii
sistemului Tn mod automat. Acest sistem este responsabil de controlul functionarii pompei
peristaltice, a ansamblului electromagnetic si a celorlaltor componente ale sistemului. De
asemenea, sistemul a permis programarea si gestionarea procesului de decelularizare intr-un
mod precis si controlat. In ansamblu, aceste componente au lucrat impreuna pentru a realiza
procesul de decelularizare a tesutului Intr-un mod eficient si controlat, asigurand eliminarea
celulelor si mentinerea matricei extracelulare intacta.

Tntregul ansamblu experimental se poate observa in figura de mai jos.

Figura 7._[3ispozitivu1 experimental imbundtatit pentru automatizarea procesului de decelularizare (dupa
D. D. Bonciog si colab.) [17].

Sistemul de monitorizare dezvoltat in cadrul acestui studiu are ca scop evaluarea si
compararea eficacitdtii procesului de decelularizare a inimilor de sobolan, utilizind un
dispozitiv experimental imbunatatit. Testarea si validarea dispozitivului experimental au fost
realizate pe sase sobolani Sprague Dawley, impartiti in doua loturi egale.

Dispozitivul experimental utilizat in acest studiu consta intr-o coloana vibranta de fluid,
care aplica o presiune hidrostaticd oscilatorie cu o frecventd de 18Hz peste presiunea de
perfuzie. Tn cadrul lotului A a fost utilizat acest dispozitiv, in timp ce lotul B a fost utilizat ca
grup de control, in cadrul caruia aceasta coloana de fluid vibranta este nealimentata. Imaginile
din timpul procesului de decelularizare au fost achizitionate la intervale de 10 secunde, iar
sistemul de monitorizare a permis urmarirea progresului decelularizarii in timp real pentru
ambele loturi.

Rezultatele obtinute au fost prezentate sub forma de valori medii pentru a permite
comparatia si analiza lor. S-a constatat ca utilizarea coloanei vibrante de fluid a condus la o
reducere a timpului necesar pentru decelularizare cu aproximativ 30% in comparatie cu grupul
de control. Acest procent a fost calculat bazat pe rezultatelor automate furnizate de algoritmul
software dezvoltat.

De asemenea, aceste rezultate au fost validate folosind si cea de-a doua optiune. S-au
folosit studii spectrofotometrice in ultraviolet, in care s-au masurat concentratia de acizi
nucleici si proteine din solutia de decelularizare. Rezultatul astfel furnizat folosind aceasta
metoda, reduce durata timpului de decelularizare cu aproximativ 29% (procent determinat si
validat cu ajutorul informatiilor furnizate de metoda spectrofotometrica in ultraviolet utilizata).

Studiul concluzioneaza ca dispozitivul experimental imbunatatit, impreund cu
algoritmul software, reprezinta o metoda eficientd si fiabila pentru decelularizarea inimilor de



sobolan. Aceastad abordare poate avea aplicatii semnificative in ingineria tesuturilor si medicina
regenerativd, unde tesuturile si organele decelularizate sunt utilizate ca schele pentru
producerea de tesuturi si organe functionale de inlocuire.

In concluzie, sistemul de monitorizare dezvoltat in acest studiu a demonstrat eficienta
si utilitatea sa in procesul de decelularizare a inimilor de sobolan. Prin integrarea dispozitivului
experimental cu algoritmul software, s-a obtinut o0 metoda automatizata si precisa, care poate
contribui la avansarea cercetarii in domeniul ingineriei tesuturilor si al medicinei regenerative.

7. OPTIMIZAREA PROCESULUI DE DECELULARIZARE PRIN
INTERMEDIUL UNEI RETELE NEURONALE

Cercetarea in domeniul imagisticii medicale se dezvoltd rapid, iar algoritmii deep
learning si machine learning joacd un rol esential in imbunatatirea aplicatiilor de imagistica
medicala. Aceste abordari folosesc algoritmi de inteligenta artificiala pentru evaluarea
imaginilor medicale si extragerea datelor utile pentru diagnostic si terapie. Retelele neuronale
convolutionale (CNN) sunt folosite frecvent in imagistica medicald pentru segmentarea si
clasificarea imaginilor, in timp ce retelele adversare generative (GAN) sunt utilizate pentru
generarea de imagini sintetice si imbunatatirea setului de date. Aceste tehnici pot fi aplicate in
domeniul ingineriei tisulare pentru Tmbunatatirea calitatii, segmentarii si reconstructiei matricei
extracelulare.

Studiul prezentat are ca scop utilizarea invatarii profunde pentru optimizarea procesului
de decelularizare a inimilor de sobolan. Prin analiza cineticii procesului de decelularizare si
utilizarea unei retele neuronale construite pe baza datelor experimentale, se urmareste obtinerea
unei metode automate si precise de evaluare a gradului de decelularizare.

Arhitectura retelei neuronale convolutionale se bazeaza pe modelul AlexNet adaptat
pentru regresie. Imaginile utilizate in studiu au o rezolutie de 1024 x 768 pixeli, iar datele de
concentratie de ADN si proteine au fost normalizate si remapate pentru a asigura standardizarea
si comparabilitatea datelor. Tehnici de crestere a datelor au fost utilizate pentru a imbunatati
performanta modelului. Modelul a fost antrenat pe 46.938 de imagini folosind tehnici de
crestere a datelor, cum ar fi rotatia, rasturnarea si marirea.

Modelul de retea neurala a fost testat pe un set separat de 2000 de imagini, iar rezultatele
obtinute aratd o eroare medie patratica de 0,14%, ceea ce indicd o precizie ridicata in prezicerea
valorilor continue pentru ADN si proteine. Valorile prezise se incadreaza in intervalul [0, 100]
si sugereaza cd modelul este bine calibrat. Utilizarea unei retele neuronale in procesul de
decelularizare poate contribui la imbunatatirea procesului de transplant cardiac si la estimarea
timpului necesar pentru decelularizare completa a inimii. De asemenea, aceasta abordare poate
fi extinsa si aplicata In alte domenii de imagisticd medicala pentru analiza si monitorizarea altor
tipuri de tesuturi si organe.

In figura de mai jos se poate observa structura arhitecturii retelei neuronale realizate.
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Figura 8. Arhitectura retelei neuronale convolutionale (dupa D. D. Bonciog si colab.) [20].

Studiul prezintd un mare potential pentru optimizarea procesului de decelularizare si



productia de tesuturi si organe bioartificiale in masa. De asemenea, poate contribui la
dezvoltarea unor noi tehnici de imagisticd medicala si la automatizarea analizei imaginilor in
timp real pentru ghidarea si controlul procesului de decelularizare.

In concluzie, utilizarea unei retele neuronale in procesul de decelularizare a inimilor de
sobolan a demonstrat eficienta si utilitatea sa n evaluarea gradului de decelularizare. Acesta
abordare prezintda un mare potential pentru imbunatatirea procesului de decelularizare si
productia de tesuturi si organe bioartificiale. De asemenea, poate fi extinsa si aplicatd in alte
domenii de imagistica medicald, contribuind la dezvoltarea unor noi tehnici si metode de analiza
s monitorizare a tesuturilor si organelor decelularizate.

8. CONCLUZII SI CONTRIBUTII PERSONALE

Cercetarea doctorala prezentatd in aceastd lucrare se concentreazd pe domeniul
ingineriei tisulare, cu accent pe dezvoltarea si implementarea unui dispozitiv experimental
utilizat in procesul de decelularizare a inimilor de sobolan.

In primul capitol, au fost descrise diferite aspecte legate de aceasti tema, inclusiv
provocdri curente, protocoale, metode si agenti utilizati pana in prezent.

In capitolul 2, a fost prezentat stadiul actual al cercetirilor din domeniu, clasificand si
descriind diverse dispozitive si sisteme de decelularizare. Dispozitivele si sistemele utilizate in
intreaga lume se bazeaza in mare parte pe conceptul creat de Langendorff, fiind adaptate pentru
a satisface nevoile de perfuzie ale organului supus decelularizarii.

Cu toate ca interesul si activitatea de cercetare in ingineria tisulard au crescut in ultima
perioada, lipsa standardelor universale pentru evaluarea finalizarii decelularizarii sau a
adecvarii acestui proces reprezintd o problema semnificativa.

Capitolul 3 si-a propus sd expund obiectivele generale ale proiectarii si realizarii
dispozitivului experimental pentru decelularizarea inimilor de sobolan, prezentind metoda
spectrofotometriei in ultraviolet, utilizand dispozitivul NanoDrop ND-1000 pentru
determinarile probelor in diferitele etape.

Proiectarea si realizarea dispozitivului experimental, de tip Langendorff modificat, a
reprezentat unul dintre pasii cheie in aplicarea cunostintelor dobandite in domeniul electronicii
biomedicale.

Rezultatele obtinute in acest studiu au o importanta deosebita, deoarece mi s-a oferit
oportunitatea de a lucra in colaborare cu medicii din cadrul centrului de cercetare OncoGen din
Timisoara si Mi S-a permis conceperea si realizarea unui dispozitiv experimental in domeniul
electronicii biomedicale. Pentru a obtine biomateriale, care pot fi repopulate ulterior cu celule
musculare cardiace autologe produse prin diferentierea in vitro a celulelor stem mezenchimale,
inima de sobolan poate fi decelularizata folosind dispozitivul experimental proiectat si
procedura descrisd. Matricea tridimensionald rezultatd in urma acestui proces va fi un
instrument util pentru cercetarile viitoare in ingineria tisulara.

In continuare, am imbunititit dispozitivul prin crearea unei aplicatii software, care si
faciliteze achizitionarea, procesarea si analiza imaginilor biomedicale utilizate in automatizarea
procesului de decelularizare a inimii de sobolan, prin aplicarea diferitelor protocoale
experimentale de decelularizare.

Deoarece decelularizarea este o procedurd laborioasd, care implicdA o multime de
operatiuni manuale si monitorizare, capitolul 5 a fost dedicat proiectarii unui sistem de
automatizare. Acest sistem are ca scop achizitionarea, procesarea si analiza imaginilor
biomedicale pentru a automatiza procesul de decelularizare a inimii de sobolan prin utilizarea
diferitelor protocoale experimentale de decelularizare.

Tn subcapitolul 5.1, au fost atinse obiectivele generale ale validarii scopului propus. Au
fost selectate componentele hardware necesare si s-a modificat dispozitivul Langendorff
existent pentru a permite implementarea aplicatiei software utilizate in simularea inimilor de



sobolan. Urmatoarele doua subcapitole descriu dispozitivul experimental, care combina cele
doua parti esentiale ale sistemului: partea fizica, reprezentatd de implementarea hardware, si
partea logica, reprezentata de implementarea software.

Subcapitolul 5.1.6 prezinta rezultatele obtinute pentru acest prototip software, care
permite detectarea momentului final al decolorarii inimilor simulate. Pentru a valida acest
sistem software, s-a utilizat metoda spectrofotometriei in ultraviolet pentru determinarea
concentratiei de colorant a inimii simulate. In subcapitolul 5.2, algoritmul software a fost
optimizat pentru a determina cu o precizie mai mare momentul final al decolorarii inimilor
simulate si pentru a se apropia cat mai mult de metoda spectrofotometrica clasica.

Sistemul de monitorizare descris in subcapitolul 5.2.5, impreuna cu testul
spectrofotometric din subcapitolul 5.2.6, utilizat pentru determinarea concentratiilor de
colorant, ofera o validare cu un nivel de precizie foarte ridicat pentru detectarea momentului
optim al decolordrii inimilor simulate.

Avand in vedere ca decelularizarea este un proces de lungd duratd, capitolul 6 prezinta
o Tmbunatatire adusa dispozitivului creat. Prin suprapunerea presiunii oscilante, cu o frecventa
de 18Hz, peste presiunea de perfuzie, s-a reusit reducerea timpului necesar pentru decelularizare
cu aproximativ 29-30%. Rezultatele generate de algoritmul software si cele obtinute utilizand
metoda spectrofotometricd au fost identice, demonstrdnd ca algoritmul din software
indeplineste cerintele experimentale in context fiziologic.

Aceasta abordare inovatoare a automatizarii procesului de decelularizare a inimilor de
sobolan reprezintd un pas semnificativ in directia imbunatatirii eficientei si preciziei acestei
tehnici. Prin utilizarea aplicatiei software si a algoritmului optimizat, procesul de decelularizare
poate fi monitorizat si controlat Intr-un mod mai exact si mai eficient.

De-a lungul acestor cercetdri, s-a evidentiat ca dispozitivul experimental, imbunatatit
prin adaugarea aplicatiei software si a sistemului de automatizare, este potrivit pentru
decelularizarea inimilor de sobolan. Acesta accelereaza procesul de decelularizare si determina
automat momentul final al decelularizarii, generand o structurd tridimensionala stabila si
adecvata dintr-o perspectiva biomecanica.

In plus, aplicatia software dezvoltati poate fi extinsi pentru analiza automati a
imaginilor in timp real, ceea ce ar putea fi benefic pentru productia de tesuturi si organe
bioartificiale in masa, precum si pentru dezvoltarea de noi tehnici de imagistica medicala.

Ultimul capitol al tezei prezintd proiectarea si validarea unei retele neuronale pentru
optimizarea si automatizarea procesului de decelularizare a inimilor de sobolan. Rezultatele
obtinute arata ca modelul de retea neuronald convolutionala creat este bine calibrat si prezinta
o precizie ridicatd in detectarea si prezicerea valorilor continue pentru ADN si proteine.

Utilizarea acestei retele neuronale poate Tmbundtdti procesul de transplant cardiac,
oferind informatii importante despre timpul necesar pentru decelularizarea completa a inimii.
De asemenea, viitoarele studii pot utiliza aceasta retea neuronald pentru analiza automata a
imaginilor Tn timp real, avand potentialul de a revolutiona productia de tesuturi si organe
bioartificiale.

In concluzie, teza de doctorat prezinti o cercetare extinsi in domeniul ingineriei tisulare,
concentrandu-se pe dezvoltarea si imbunatatirea unui dispozitiv experimental pentru
decelularizarea inimilor de sobolan. Prin adaugarea unei aplicatii software si a unui sistem de
automatizare, procesul de decelularizare a devenit mai eficient si mai precis.

Rezultatele obtinute demonstreaza eficienta si precizia algoritmului software dezvoltat
in cadrul acestei aplicatii, permitand determinarea momentului optim al decelularizarii inimilor
de sobolan si generand o structurd tridimensionala stabild si adecvata dintr-o perspectiva
biomecanicad. Aceastd abordare inovatoare si integrata, care combina dispozitivul experimental
imbunatatit, aplicatia software si sistemul de automatizare, deschide noi perspective in
cercetarea stiintifica si medicald In domeniul ingineriei tisulare.

Rezultatele obtinute in cadrul tezei de doctorat aduc contributii semnificative in



domeniul ingineriei tisulare si al decelularizarii inimilor de sobolan. Prin proiectarea si
realizarea dispozitivului experimental imbunatatit, s-a demonstrat eficienta si utilitatea sa in

De asemenea, dezvoltarea aplicatiei software si a sistemului de automatizare au adus
avantaje considerabile in monitorizarea si controlul procesului de decelularizare, asigurand o
precizie mai mare si o eficientd crescutd in determinarea momentului final al decelularizarii.

Utilizarea retelei neuronale convolutionale pentru optimizarea si automatizarea
procesului de decelularizare reprezintd o contributie deosebitd, oferind o abordare avansata si
promitatoare in estimarea timpului necesar pentru decelularizarea completa a inimii de sobolan.
Aceasta poate Tmbunatati procesul de transplant cardiac si poate fi aplicatd in productia de
tesuturi si organe bioartificiale, avand un potential semnificativ in domeniul medicinei
regenerative.

In concluzie, teza de doctorat prezinti un studiu exhaustiv si riguros in domeniul
ingineriei tisulare, axat pe dezvoltarea si imbunatatirea unui dispozitiv experimental pentru
decelularizarea inimilor de sobolan. Prin integrarea unei aplicatii software si a unui sistem de
automatizare, procesul de decelularizare devine mai eficient, mai precis si mai usor de
monitorizat.

Contributiile aduse de aceasta cercetare deschid noi directii si perspective In domeniul
ingineriei tisulare si al medicinii regenerative. Acestea pot fi aplicate nu doar in cercetarea
stiintifica, ci si in practica medicala, contribuind la imbunatatirea tratamentelor si terapiilor in
domeniul cardiac si al regenerarii tesuturilor.

Tn viitor, continuarea acestor cercetiri poate duce la dezvoltarea unor tehnici si
tehnologii avansate, care sd permitd decelularizarea eficienta si precisd a organelor
umane/porcine, deschizand astfel noi perspective in medicina regenerativa si in tratamentul
unor afectiuni cardiovasculare grave.
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