Etapa a 3-a- 2022 Sinteza nanoparticulelor ce inglobeaza Dexametazona si evaluarea
efectelor protectoare asupra celulelor urechii interne afectate de Cisplatin in vitro si in vivo

Activitatea 3.1. Fabricarea nanoparticulelor si incapsularea Dexametazonei, caracterizarea
NP, evaluarea eficientei Tncarcarii cu Dex si profilul de eliberare in diverse medii. P2-
UBB.

Sinteza si caracterizarea suspensiilor micelare de Pluronic incapsulate cu DEXA
(MiceliiPluDex)
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Figura 1. A. Diametrul hidrodinamic al nanoveziculelor micelare de Plu (spectrul negru) si al
nanoveziculelor micelare de Plu incapsulate cu dexametazona (spectrul rosu) masurat prin DLS;
B. Potentialul Zeta al nanoveziculelor micelare de Plu (spectrul negru) si al nanoveziculelor
micelare de Plu incapsulate cu dexametazona (spectrul rosu). Spectrele au fost normalizate
pentru comparatie.
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Figura 2. Spectrele de absorbtie UV-Vis ale nanoveziculelor micelare de Plu (spectrul negru), al
nanoveziculelor micelare de Plu Incapsulate cu dexametazona (spectrul rosu) si al dexametazonei
(spectrul verde)

Sinteza si caracterizarea suspensiilor apoase de chitosan incapsulate cu DEXA (NPChitDex)
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Figura 3. A. Diametrul hidrodinamic al nanoparticulelor de chitosan (spectrul negru) si al NP de
chitosan incapsulate cu dexametazona (spectrul rosu) masurat prin DLS (200-225nm); B.
Potentialul zeta al NP de chitosan (spectrul negru) si al NP de chitosan Incapsulate cu
dexametazona (spectrul rosu). Spectrele au fost normalizate pentru comparatie.
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Figura 4. Spectrele de absorbtic UV-Vis ale nanoparticulelor de chitosan (spectrul negru), al
nanoparticulelor de chitosan incapsulate cu dexametazona (spectrul rosu) si al dexametazonei

(spectrul verde).
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Figura 5. Reprezentarea grafici a medicamentului eliberat de GNP-Plu-DEXA si GNP-chit-
DEXA dupd mentinerea acestora timp de 4 si respectiv 24 ore la temperatura de 37°C.

Activitatea 3.2. Studiul preluarii NP de catre celulele neurosenzoriale in vitro si in vivo.
3.2.1. P2- UBB. Studiul preluarii NP de citre celule prin microscopie de fluorescenta

Figu
ra 6. Imagini de fluorescenta ale celulelor HEI-OC1 control (A), incubate cu micelii de Pluronic
incapsulate cu dexametazond marcatd cu fluoresceind (B) si incubate cu nanoparticule de
chitosan incapsulate cu dexametazonad marcata cu fluoresceina (C).

Activitatea 3.1 P2-UBB. CO-UMF. Caracterizarea GNP: forma, dimensiuni (TEM)
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Figura 7. GNP de Plu si Chit cu si fara Dex. Se constata ca particulele de Chitosan sunt mai
mari ca dimensiuni decét cele de Plu. Captarea GNP de catre celule a fost raportata in etapa a 2a.

Caracterizarea MiceliilorPlu si NPChit (TEM)
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Figura 8. Aspectul miceliilor de Pluronic (a si
Dimensiunea medie a miceliilor de Plu si a celor incarcate cu Dex a fost de 10-15nm. NPChit au
avut dimensiunea medie de 212nm(d).

3.2.2. P1- IOCN. CO-UMF. Studiul preluarii miceliilor de Plu si a NP Chit de catre celule
prin microscopie electronica de transmisie (TEM)
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Figurdg. MiceliiPlu (a si b) si Micelii PluDex (c si d). Se constata ca Miceliile sunt preluate de
catre celulele HEI-OC1 si sunt depozitate in endozomi (sédgetile albe). Sageata neagra indica
miceliile extracelulare. Structura celulei nu apare modificata in urma captarii miceliilor.

b. NPChit si NPChitDex




Figura 10. NPChit (a si b) si NPChitDex (c). Tn figura 10 d. e prezentata imaginea unei celule
netratate HEI-OC1 (control). Se constata ca NPChit sunt preluate de catre celulele HEI-OC1 si
sunt depozitate in endozomi (sagetile albe). Sageata rosie indica formarea unui endozom prin
intermediul caruia celula capteaza particulele. Sageata albastra evidentiaza invaginarea
membranei pentru formarea endozomului. Structura celulei nu se modifica in urma captarii
NPChit.

3.2.3. CO- UMF. Evaluarea distributiei NP in structurile urechii medii
In urma studiilor in vitro TEM s-a demonstrat preluarea NP de catre celulele urechii interne.

Activitatea 3.3. Evaluarea efectului protector al Dexametazonei libere si inglobate Tn NP
asupra celulelor HEI-OC1 tratate cu Cisplatin

3.3.1. P1- IOCN. Studiul proceselor de apoptoza, eliberarea speciilor reactive de oxigen si a
eliberirii de citokine in urma tratamentului cu NP al celulelor urechii interne afectate in
prealabil de Cisplatin

a. Efectul protector al GNP (NP de aur) asupra celulelor HEI-OC1 afectate de tratamentul
cu Cisplatin. GNP au fost sintetizate si caracterizate in etapa a 2-a.

Eliberarea de specii reactive de oxigen (ROS). cu 2°,77 — cu diclorofluorescein diacetat
(DCFDA).
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Figura 11. Intensitatea fluorescentei data de ROS eliberate in urma tratamentului cu Cisplatin cu
si fara GNP si diferentele dintre acestea si fluorescenta data de control netratat si celule tratate
doar cu GNP.

Apoptoza
Cisplatinul a indus moarte celulara, atat apoptoza cat si necroza. Toate GNP administrate Tnainte
de Cisplatin au diminuat procentul acestor celule similar cu protectia data de Dex (25ug/ml).
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Figura 12. A. Procentele de celule aflate Tn diferite stadii de apoptoza sau necroza in urma
tratamentului cu Cisplatin, precedat sau nu de GNP sau Dex. Toate GNP administrate Thainte de
Cis duc la scaderea procentelor celulelor apoptotice si necrotice; 12 B. Compararea procentului
de celule apoptotice totale pentru diferite tratamente.

Secretia de citokine inflamatorii- ELISA
Secretia de citokine inflamatorii TNFa si IL6 s-a masurat cu kiturile ELISA DuoSet de la R&D.
Concentratia de citokine s-a calculat pe baza curbei de absorbtie cu softul Magellan 3.
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Figura 13. Concentratiile de IL6 (pg/ml) masurate prin ELISA in supernatantul celulelor HEI-
OCl1 tratate cu Cisplatin, precedat sau nu de GNP.

b. Particule proteice: Micelii Pluronic (Micelii Plu) si NP de Chitosan (NPChit) cu si fara
Dexametazona.

Evaluarea toxicitatii particulelor prin teste de citotoxicitate: MTT.

Pentru evaluarea toxicitatii particulelor am efectuat testul de viabilitate MTT pe celulele HEI-
OCL1 tratate cu concentratii crescande de MiceliiPlu si NPChit.
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Figura 14. A. Curbe de supravietuire obtinute in urma tratamentului cu dilutii seriate ale
miceliilor Plu cu si fara Dex; B. Compararea toxicitatii date de Cisplatin fata de celulele netratate
(control) si respectiv cele pretratate cu miceliile Plu (cu si fara Dex) precum si Dex (25pg/ml).



NPChit cu si fara Dex au avut valori mai mici comparativ cu Miceliile de Plu, insemnand
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Figura 15. A. Curbe de supravietuire obtinute Tn urma tratamentului cu dilutii seriate ale NPChit
cu si fara Dex. B. Compararea toxicitatii date de Cisplatin fata de celulele netratate (control) si
respectiv cele pretratate cu NPChit (cu si fara Dex) precum si Dex (25ug/ml).

ROS

Evaluarea producerii ROS dupa administrarea miceliilorPlu si NPChit.
Micelii Plu nu au dus la cresterea eliberarii ROS din celulele HEI-OC1 comparativ cu controlul

netratat.
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Figura 16. Efectul tratamentului combinat

asupra eliberarii ROS la 24h

Apoptoza
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MiceliiPlu (16a) sau NPChit (16b) cu Cisplatin



S-a constatat o frecventa redusa a celulelor marcate cu Anexina V (verde)- celule apoptotice sau
PI (rosu) celule necrotice sau ambele (portocaliu) (apoptoza tardiva
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Figura 17. Imagini microscopice in fluorescenta Zeiss Axio Observer D1. Pe coloana din stanga
sunt imagini cu celulele control respectiv cele tratate cu micelii si NP.

ELISA

Celulele HEI-OC1 nu secreta TNFa in concentratie crescuta dupa niciuna din particulele
administrate, dar nici dupa Cisplatin.
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Figura 18. Concentratiile de IL6 eliminate de celulele HEI-OCL1 tratate cu MiceliiPlu si NPChit
cu si fara Dex (18A); Concentratia de IL6 creste la 24h dupa tratamentul cu Cisplatin, iar
pretratamentul cu MiceliiPlu si NPChit duce la o eliberare de IL6 comparativ cu celulele
netratate (18B); Concentratia de IL6 eliberata la 24h de celulele tratate cu Cisplatin a fost
semnificativ mai mare decat la celulele control sau la celulele tratate Tn prealabil cu MiceliiPlu si
NPChit (P<0.01, one—way ANOVA, testul Dunnett de comparatii multiple).

Activitatea 3.4. Evaluarea efectului protector al Dexametazonei si al NP cu Dex
administrate la animalele de experient: la care s-a indus surditate cu Cisplatin

3.4.1. CO-UMF. Evaluarea functionala a efectului protector prin finregistrarea
potentialelor evocate auditive. Evaluarea morfologica a efectului protector al NP cu Dex
prin examenul histologic al cohleilor recoltate de la animale.

NP de chitosan si a miceliilor de Pluronic prin administrare locala intratimpanicd nu au dus la
modificari ale pragurilor audiologice sau modificari morfologice la examenul histopatologic.
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Figura 19. Praguri audiologice fara modificari dupa aplicare locald a nanoparticulelor de
chitosan

Figura 20. Praguri audiologice fara modificari dupa aplicare locald a nanoparticulelor de
Pluronic.

Rezultate
1. GNPPluDex
Valorile pragurilor auditive nu au prezentat diferente semnificative statistic la stimul click (p>

0.05, T-test).

2. GNPChitDex



Figura '21. Prag audioldgib 3.2kHz- post GNPChitDex - - Figurd 22. Prag auaiologic
32kHz post Dex

Nu au fost decelate diferente semnificative pentru pragurile audiologice nici pentru stimul click
sau pentru tonuri pure ale celor doud loturi dupa administrare intratimpanica asociate

.....

3. MiceliiPluDex
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Figura 23. Prag audiologic 32kHz post MiceliiPluDex Figura 24, Prag
audiologic 32kHz post Dex

MiceliiPluDex utilizate prin administrare intratimpanica au protejat mai bine frecventele inalte
fata de Dex in cazul unor anumiti sobolani, dar Tn lotul actual nu s-a putut atinge o diferenta
statistic semnificativa.

4. NPChit Dex
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Figura 25. Prag audiologic 24kHz post NPChitDex Figura 26. Prag audiologic
24kHz post Dex

Atat NPChit Dex utilizate prin administrare intratimpanica, cat si Dex au aratat o protectie pe
frecventele inalte in lotul studiat, fara a exista diferente semnificativ statistice intre cele doua

optiuni terapeutice.

Evaluarea histologica a elementelor urechii interne dupa tratament cu Cisplatin evidentiaza
distructie celulara mai marcatd in spira bazald (corespunzatoare frecventelor inalte) si celule
neafectate catre varful cohleei, direct proportional cu gradul de hipoacuzie indus de Cisplatin

fiecarui sobolan.

Figura 27. Sectiuni longitudinale cohleare. Distructie celulard la nivelul spirei bazale fara
afectarea organului Corti de la varful cohleei; 1-membrana bazilara; 2-membrana Reissner; 3-
membrana tectoria; 4-stria vasculara; 5-organ Corti; 6-reactie inflamatorie spirad bazala.



Diseminarea rezultatelor, participare la conferinte, sSimpozioane, publicarea rezultatelor.
Una dintre cele mai importante cai de diseminare a rezultatelor este website-ul
proiectului: http://www.umfcluj.ro/component/content/article/8-ro/667-
nanosmart?Itemid=216
Acesta este astfel structurat incat sa contind toate informatiile privind obiectivele si
activitatile proiectului, membrii implicati si activitatea acestora, date de contact,
evenimente (seminarii, workshopuri), rapoarte stiintifice intermediare de etapa pentru
fiecare partener implicat, participari la conferinte si congrese, publicatii in reviste
stiintifice si capitole in teze de doctorat.

Publicarea rezultatelor obtinute n reviste stiintifice de impact a fost o alta cale de diseminare a
rezultatelor:

e Cenariu, D.; Fischer-Fodor, E.; Tigu, A.B.; Bunea, A.; Virag, P.; Perde-Schrepler, M.;
Toma, V.-A.; Mocan, A.; Berindan-Neagoe, 1.; Pintea, A.; Crisan, G.; Cenariu, M.;
Maniu, A. Zeaxanthin-Rich Extract from Superfood Lycium barbarum Selectively
Modulates the Cellular Adhesion and MAPK Signaling in Melanoma versus Normal Skin
Cells In Vitro. Molecules 2021, 26, 333. https://doi.org/10.3390/molecules26020333

e Maximilian George Dindelegan, Cristina Blebea, Maria Perde-Schrepler, Anca Dana
Buzoianu, Alma Aurelia Maniu, "Recent Advances and Future Research Directions for
Hearing Loss Treatment Based on Nanoparticles”, Journal of Nanomaterials, vol. 2022,
Article ID 7794384, 15 pages, 2022. https://doi.org/10.1155/2022/7794384

e Blebea, Cristina Maria, Violeta Necula, Monica Potara, Maximilian George Dindelegan,
Laszlo Peter Ujvary, Emil ClaudiuBotan, Alma Aurelia Maniu, and Marcel Cosgarea.
2022. "The Effect of Pluronic-Coated Gold Nanoparticles in Hearing Preservation
Following Cochlear Implantation-Pilot Study™ Audiology Research 12, no. 5: 466-475.
https://doi.org/10.3390/audiolres12050047

e Dindelegan, M. G., Pascalau, V., Suciu, M., Neamtu, B., Perde-Schrepler, M., Blebea, C.
M., Maniu, A. A., Necula, V., Buzoianu, A. D., Filip, M., Csapai, A., & Popa, C. (2022).
Biopolymer Lipid Hybrid Microcarrier for Transmembrane Inner Ear Delivery of
Dexamethasone. Gels (Basel, Switzerland), 8(8), 483.
https://doi.org/10.3390/gels8080483

O alta modalitate de diseminare a rezultatelor obtinute Tn proiect a constat in prezentarea lor la
manifestari stiintifice. Membri ai colectivului de cercetare au participat in calitate de lectori la
manifestari stiintifice internationale:

e Maria Perde-Schrepler, Ioana Carmen Brie, Maximilian George
Dindelegan, Monica Potara, Alma Maniu: “Gold and polymeric
nanoparticles for the delivery of Dexamethasone to the inner ear , Book of
abstracts: 10th jubilee International Conference on radiation in various
fields of research (RAD 2022) summer edition.

e ,The International School of Experimental Microsurgery” Ed.6, curs
organizat intre 11-18 Iulie 2021 in Cluj-Napoca unde au sustinut
prezentari:
= Alma Maniu - ,,Microsurgery in otology”


http://www.umfcluj.ro/component/content/article/8-ro/667-nanosmart?Itemid=216
http://www.umfcluj.ro/component/content/article/8-ro/667-nanosmart?Itemid=216
https://doi.org/10.3390/molecules26020333
https://doi.org/10.1155/2022/7794384
https://doi.org/10.3390/audiolres12050047
https://doi.org/10.3390/gels8080483

= Maximilian Dindelegan- ,Experimental microsurgery-headstart for a
promising medical career”.

Cercetarea echipei a contribuit la doua teze de doctorat ale membrilor echipei de
cercetare

Cristina Maria Blebea — Teza de doctorat cu titlul "Metode de reducere a reactiei
inflamatorii la urechea implantata cohlear” — Cercetarea din cadrul tezei de
doctorat urmareste identificarea unor noi metode de administrare a agentilor
antiinflamatori in urechea internd dupd implant cohlear. Unul din studiile
experimentale cuprinse in teza de doctorat implica folosirea nanoparticulelor de
Aur functionalizate cu Pluronic pentru eliberarea locala a dexametazonei dupa
implantarea cohleard pe model animal. Rezultatele audiologice au evidentiat
tendinta de a proteja pragurile auditive preponderent a frecventelor joase
comparativ cu dexametazona libera. Teza de doctorat este in curs de sustinere
(sustinere programata in data de 03.11.2022)

Maximilian George Dindelegan — Tezd de doctorat cu titlul ”Sistem inovativ de
eliberare controlatd a dexametazonei la nivelul urechii interne pe baza de
microparticule” — Cercetarea din teza de doctorat urmareste sintetizarea si
testarea de noi platforme de eliberare controlatd a dexametazonei la nivelul
urechii interne pentru tratamentul hipoacuziei de cauza ototoxica in faza acuta si
a surditatii brusc instalate. Unul din studiile cuprinse in cadrul tezei de doctorat a
constat in studierea literaturii de specialitate din domeniu si publicarea unui articol
de tip review narativ in legatura cu stadiul actual al cunoasterii in tratamentul
hipoacuziei bazat pe nanoparticule. Studiile experimentale din cadrul lucrarii de
doctorat constau in compararea diversilor compusi activi (microcapsule,
nanoparticule) nou sintetizati ce permit eliberare controlata de dexametazona si
nivelul de protectie oferit de catre acestia in cadrul hipoacuziei indusa de
ototoxice.

Concluzii

Primul obiectiv al proiectului a fost indeplinit total, prin obtinerea unor nanostructuri
noi si versatile pentru livrarea Dex catre celulele ciliate ale urechii interne, in vitro si in
vivo: NP de aur (GNP), NP de aur acoperite cu chitosan (GNPChit), NP de aur acoperite
cu Pluronic (GNPPIlu), NP de chitosan (NPChit), micelii de Pluronic (MiceliiPlu),
micelii de Pluronic incapsulate cu Dex (MiceliiPluDex) si nanoparticule de chitosan
Tncapsulate cu Dex (NPChitDex)

Al 2-lea obiectiv al proiectului, de asemenea indeplinit in totalitate, a constat in
evaluarea modificarilor NP in conditii biologice, In corelatie cu efectele asupra celulelor
tratate. Pentru aceasta au fost puse la punct, implementate si utilizate mai multe
protocoale experimentale in vitro, utilizand linia de celule senzoriale auditive HEI-OC1.
Aceste celule care exprima mai multi markeri moleculari specifici celulelor senzoriale ale
organului Corti, in conditii de cultura permisive (33 °C, 10% CO2) sunt extrem de
sensibile la substante ototoxice.

A fost demonstrata preluarea GNP, a miceliilor de Pluronic si a nanoparticulelor de
chitosan de catre celulele HEI-OC1 (gradul de internalizare) prin urmatoarele metode:

- Spectrometrie atomica de absorbtie.



- Microscopie optica in camp intunecat.

- Microscopie electronica de transmisie TEM.

- Microscopie de fluorescenta.
S-a facut o evaluare a toxicitatii si a efectului NP si solutiilor nanoveziculare asupra
celulelor aparatului auditiv cu ajutorul testelor de masurare a:

- Viabilitatii celulare

- Apoptozei

- Stressului oxidativ produs de NP

- Secretiei de citokine inflamatorii TNFa si IL6 cu ajutorul tehnicii ELISA..

Al 3-lea obiectiv al proiectului a fost indeplinit in totalitate si a constat in evaluarea
efectului protectiv al Dexametazonei libere si inglobate in NP Tmpotriva ototoxicitatii
induse de Cisplatin. Aceastd evaluare s-a facut atat in vitro, pe celulele HEI-OCL1 in
cultura, cat si in vivo, pe animale carora li s-a indus surditatea cu Cisplatin. Pentru
studierea eficacitatii otoprotectiei oferite de nanoparticulele nou sintetizate incarcate cu
dexametazond s-au folosit pe post de bioreactor sobolani Wistar. Acestora li s-a indus
ototoxicitate prin administrare intraperitoneala de Cisplatin. Ulterior, prin injectare
transtimpanica li s-a administrat atdt dexametazond simpla, cat si nanoparticule Incarcate
cu dexametazona pentru a compara nivelul otoprotectiei oferite de fiecare in parte. Toate
experimentele in vivo au fost efectuate in cadrul Biobazei UMF.

Evaluarea in vitro a efectului protector al Dexametazonei libere si inglobate in NP
asupra celulelor HEI-OCL1 tratate cu Cisplatin s-a facut prin:
- Eliberarea de specii reactive de oxigen (ROS)
- Cuantificarea apoptozei
- Secretia de cytokine inflamatorii TNFa si IL6 a fost masurata cu kiturile ELISA
DuoSet

Evaluarea in vivo a efectului protector. Evaluarea functionald a potentialului efect
otoprotector al nanoparticulelor considerate in studiu a constat in determinarile
audiologice. Evaluarea morfologica a fost realizata prin examen histopatologic.

Ca evaluare functionald s-au folosit potentialele evocate auditive, inregistrate Thainte de
injectarea Cisplatinului si la 7 zile dupa administrarea acestuia.

Al 4-lea obiectiv al proiectului, Tndeplinit in intregime, a constat intr-o integrare a
rezultatelor obtinute la primele 3 obiective. Prin extrapolarea modelelor experimentale s-
a reusit crearea unui demonstrator experimental pentru testarea, validarea si utilizarea
acestor bio-nanomateriale in studii clinice de evaluare a efectelor protective ale NPs
asupra celulelor urechii interne afectate de tratamente ototoxice.

Concluzii

Toate obiectivele propuse au fost indeplinite Tn intregime, cu obtinerea unor rezultate valoroase
ale cercetarii propuse in acest proiect.

S-a reusit obtinerea de produse noi - sintetizarea unor biomateriale noi, nanoparticule de aur
stabilizate cu Pluronic sau chitosan, micelii de Pluronic si nanoparticule de Chitosan — cét si



punerea la punct a proceselor tehnologice de obtinere a acestora. Aceste noi particule complexe
au fost incarcate sau nu cu Dexametazona si au fost preluate de catre celulele urechii interne,
unde s-au dovedit a fi netoxice, neafectand celulele neurosenzoriale, dar in schimb oferind

......

protectie impotriva ototoxicitatii induse de Cisplatin.

Toate procesele biologice explorate, impreuna cu procedurile, metodele si tehnologiile utilizate,
au fost integrate intr-un model demonstrativ reproductibil care poate servi ca ghid teoretic si
practic pentru cercetari viitoare de tipul trialurilor clinice.
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