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(57) Rezumat:
1

Inventia se referd la biologia moleculara, in
special la o metodd de decelularizare a
ficatului la animalele experimentale.

Conform inventiei, animalele
experimentale se eutanasiazd In camera cu
bioxid de carbon cu concentratia de 5%, se
fixeazd pe masa de lucru, se delimiteaza
campul operator, se deschide cavitatea
abdominald prin incizia liniel mediane a
corpului, se mobilizeazd vena portd si se
ligatureazd la capatul ei proximal, se canuleaza

2
cu un cateter, prin care se perfuzeaza o solutie
ce contine apa distilatd in volum de 1...1,5 L si
63 mL de citrat fosfat dextroza timp de 4...6
ore, apoi se perfuzeazd o solutie de
dodecilsulfat de sodiu cu concentratia de
0,25% m volum de 2...3 L, timp de 12...15
ore, dupd care se perfuzeaza o solutie tampon
fosfat cu concentratia de 1% in volum de 1,5
L, timp de 2...3 ore.
Revendicari: 1



(54) Method for decellularization of liver in experimental animals

(57) Abstract:
1

The mvention relates to molecular biology,
in particular to a method for decellularization
of liver in experimental animals.

According to the invention, experimental
animals are euthanized in the room with
carbon dioxide with the concentration of 5%,
are fixed on the worktable, is delimited the
operative field, is opened the abdominal cavity
by the incision of midline of the body, is
mobilized the portal vein and is ligated to the
proximal end, is cannulated with a catheter,
through which is perfused a solution

2
containing distilled water in an amount of
1...1.5 L and 63 mL of citrate-phosphate-
dextrose for 4...6 hours, then is perfused a
sodium dodecyl sulfate solution with the
concentration of 0.25% in an amount ofn 2...3
L, for 12...15 hours, afterwards is perfused a
phosphate  buffer  solution  with  the
concentration of 1% in a volume of 1.5 L, for
2...3 hours.
Claims: 1

(54) MeTon JAeneJUIIJISAPH3AINA NEYeHH Y IKCNIEPHMEHTAJIbHBIX *KHBOTHBIX

(57) Pegepar:
1

W300peTeHne OTHOCHTCS K MONEKYIISIPHOH
OMONMOTHH, B  YaCTHOCTH K  MCTOLY
JICTICTUTIONAPU3AIME  [ICUCHH Y JKCIICPH-
MEHTATHHBIX KUBOTHEIX.

CoriracHO H300pETEHUIO, JKCIIE-
PUMCHTANBHBIX JKHBOTHBIX 3JBTAHA3UPYIOT B
KOMHaTe C JIHOKCHJIOM  YIJIEpoda  C
KOHIICHTparue 5%, QUKCHpyOT Ha padouem
CTONE, PAa3TPAaHHUUBAIOT ONCPAIIMOHHOE ITOTeE,
OTKPBIBAIOT ~ OPIONIHYI0  IIOIOCTh  IIYTEM
paspes3a CpPeIUMHHON JIMHUH TeTa, MOOWITH3VIOT
BOPDOTHYI0 BCHY W JHTHPYIOT e K
MIPOKCHMAITEHOMY KOHITY, KaHYIIHPYIOT

2
KaTeTepoM dYepe3 KoToporo mepdysupyror
PacTBOp, KOTOPBIH  COMEPKUT  AUCTHILIH-
POBaHHYIO BOAY B 00héMe 1...1,5 1 m 63 mu
muTpat-pochaT- meKcTpo3nl B Tedenue 4...6
9acoB,  3aTeM  HIEePOY3UPYIOT  PacTBOP
JOTETIICYTh(haTa HATpUSA ¢ KOHICHTparmei
0,25% B 00BéMe 2...3 1 B Teuenue 12...15
9acoB, MOCIE Yero Mep(y3UpyIOT pPacTBOP
Oypeproro ¢ochata ¢ xormeHTparueit 1% B
00némMe 1,5 1 B Teuenue 2...3 yacos.
I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se referd la biologia moleculard, in special la o metoda de decelularizare a
ficatului la animalele experimentale.

Este cunoscutd metoda de decelularizare a ficatului ce presupune deschiderca
cavitatii abdominale prin incizia liniei mediane a corpului, identificarea venei porta care
este ligaturatd la capatul proximal §i canulatd, dupd care se initiazd perfuzia ficatului
prin vena portd cu 6...10 L apd distilatd, urmatd de perfuzia ficatului cu 20 L solutie de
dodecilsulfat de sodiu de 0,25% si progresiv cu 40 L solutie de dodecilsulfat de sodiu de
0,5% pentru a muta proteinele citoplasmatice [1].

Dezavantajul acestei metode constd in aceea cd prevenirea generdrii trombilor
sangvini nu se realizeazd, in special, fiind cunoscut faptul ca in ficat sunt sintetizati
factorii de coagulare a sangelui ce favorizeaza formarea rapida a cheagurilor.

Problema pe care o rezolva inventia constd in elaborarea unei metode care permite
decelularizarea mai efectivd si optimald a ficatului §i a altor organe sau tesuturi,
favorizdnd un acces bun pentru perfuzie prin vena portd, micsorarea timpului si
efortului aplicat.

Problema se rezolva prin aceea cd animalele experimentale se eutanasiazd in camera
cu bioxid de carbon cu concentratia de 5%, se fixeaza pe masa de lucru, se delimiteazd
campul operator, se¢ deschide cavitatea abdominald prin incizia liniei mediane a
corpului, se mobilizeaza vena porta si se ligatureaza la capdtul ei proximal, se canuleazd
cu un cateter, prin care se perfuzeaza o solutie ce contine apd distilatd in volum de
1...1,5 L si 63 mL de citrat fosfat dextroza timp de 4...6 ore, apoi se perfuzeaza o
solutie de dodecilsulfat de sodiu cu concentratia de 0,25% in volum de 2...3 L, timp de
12...15 ore, dupa care se perfuzeaza o solutie tampon fosfat cu concentratia de 1% in
volum de 1,5 L, timp de 2...3 ore.

Avantajul acestei metode constd in faptul ca utilizarea anticoagulantului citrat fosfat
dextroza permite Inlaturarea sdngelui proaspét si previne formarea trombilor, decurgerea
procesului de decelularizare fiind mai rapidd, precum si obfinerea unei matrice
decelularizate cat mai calitative, cu un continut minim §i chiar nul de acizi nucleici.

Rezultatul constd in operativitatea, eficacitatea, calitatea mult mai Inaltd si lejeritatea
procesului de decelularizare a tesutului hepatic si a altor organe.

Metoda se efectueaza in modul urmator:

Eutanasierea animalelor experimentale se efectueazd in camera cu bioxid de carbon,
la concentratia de 5%. Animalele experimentale se fixeaza pe masa de lucru, se
delimiteaza campul operator. Pentru initierea decelularizarii, vena porta se canuleaza cu
»Hfluturas” (butterfly), avand lungimea acului de 2 cm. Decelularizarea incepe cu
montarea si umplerea sistemului de perfuzie cu solutie de apd distilatd in volum de 1 L,
la care se adauga 63 mL solutie anticoagulant ce contine In componenta sa citrat fosfat
dextrozd, pentru inldturarea sdngelui proaspédt si prevenirea formdrii trombilor, din
cauza sintezei in ficat a factorilor de coagulare. Perioada de perfuzare cu apd distilata
este de 4 ore. Imediat dupd perfuzarea ficatului cu apa distilatd si anticoagulant, se
initiaza perfuzia cu solutie de dodecilsulfat de sodiu (SDS) 0,25% in volum de 2 L timp
de 12 ore. La o concentratie de 0,25%, detergentul elimina excelent celulele, in timp ce
dimensiunile generale tisulare se conserva. Ulterior se initiazd perfuzia tesutului hepatic
cu solutie SDS 0,5% in volum de 2 L, timp de 12 ore. Dupd aceasta se continud
perfuzia cu solutie tampon fosfat (PBS) 1% in volum de 1 L, timp de 2 ore, pentru
inlaturarea detergentului si conservarea matricei extracelulare.

Exemplu

in calitate de obiect de studiu au servit 10 sobolani linia Wistar de culoare alba, cu
masa corporald cuprinsa intre 175...230 g. Eutanasierea animalelor experimentale a fost
realizatd in camera cu bioxid de carbon, concentratia cédruia era de 5%. Dupd
eutanasiere, sobolanii au fost fixati pe masa de lucru, s-a delimitat campul operator, s-a
efectuat incizia pe linia mediand a corpurilor sobolanilor, s-a patruns in cavitatea
abdominald, a fost identificatd vena portd, care ulterior a fost ligaturatd si detagatd
fmpreund cu ficatul din cavitatea abdominald. Debutul decelularizarii a Inceput cu
montarea si umplerea sistemului de perfuzie cu solutie de apa distilatd in volum de 1 L,
la care s-au addugat 63 mL solutie anticoagulant ce contine in componenta sa citrat
fosfat dextroza, pentru inldturarea sangelui proaspdt si prevenirea formadrii trombilor,



10

15

MD 1015 Z 2016.10.31

4

din cauza sintezei in ficat a factorilor de coagulare. Perioada de perfuzare cu apd
distilatd a fost de 4 ore, timp in care tesutul hepatic si-a schimbat conformatia si
culoarea. Imediat dupé perfuzarea ficatului cu apd distilatd s-a initiat perfuzia cu solutie
SDS 0,25% in volum de 2 L, perioada de perfuzie fiind de 12 ore. La o concentratie de
0,25%, detergentul a eliminat excelent celulele, in timp ce dimensiunile generale
tisulare s-au conservat. Apoi s-a initiat perfuzia tesutului hepatic cu solutie SDS 0,5% in
volum de 2 L, timp de 12 ore. La asemenea concentratie are loc mutarea proteinelor
citoplasmatice. Dupa 12 ore de perfuzare cu SDS 0,5% , s-a continuat perfuzia cu
solutie PBS 1% in volum de 1 L, timp de 2 ore, pentru inldturarea detergentului si
conservarea matricei extracelulare.

Metoda propusd asigurd o decelularizare mai efectiva, lejerd si operativa si mult mai
calitativd prin utilizarea anticoagulantului citrat fosfat dextroza.

Metoda datd a fost aplicatd cu rezultate bune in 10 cazuri in cadrul laboratorului si
catedrelor Universitatii.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. Omar Barakat, Shahrzad Abbasi, Gabriela Rodriguez, Jessi Rios et al. Use of
decellularized porcine liver for engineering humanized liver organ. Journal of surgical
research, 2012, 173(1), p. 11-25

(57) Revendicari:

Metoda de decelularizare a ficatului la animalele experimentale care constd in aceea
ca ele se eutanasiaza In camera cu bioxid de carbon cu concentratia de 5%, se fixeaza pe
masa de lucru, se delimiteazd cAmpul operator, se deschide cavitatea abdominald prin
incizia liniei mediane a corpului, se mobilizeaza vena portd si se ligatureaza la capatul
el proximal, se canuleazd cu un cateter, prin care se perfuzeaza o solutie ce contine apd
distilatd in volum de 1...1,5 L si 63 mL de citrat fosfat dextroza timp de 4...6 ore, apoi
se perfuzeaza o solutie de dodecilsulfat de sodiu cu concentratia de 0,25% in volum de
2...3 L timp de 12...15 ore, dupd care se perfuzeaza o solutie tampon fosfat cu
concentratia de 1% in volum de 1,5 L, timp de 2...3 ore.

Sef adjunct Directie Brevete: TUSTIN Viorel

Examinator: LEVITCHI Svetlana

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisindu, Republica Moldova
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