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Rezumat

Surditatea neurosenzoriald reprezinta pierderea ireversibila a celulelor neurosenzoriale
cohleare, ca urmare a expunerii la zgomot intens sau medicamente ototoxice. Dexametazona
(Dex) este frecvent folosita pentru tratamentul unor afectiuni ale urechii interne, ca urmare a
activitatii sale antioxidante. Tratamentul afectiunilor urechii interne este dificil datorita
barierelor anatomice si fiziologice. in proiectul nostru, se vor sintetiza nanostructuri noi ca
platforme de livrare a Dex in urechea interna: NP de aur invelite in chitosan sau Pluronic, NP de
chitosan si NP de Pluronic. Formarea NP si incarcarea cu Dex, stabilitatea acestora in diferite
conditii de mediu si experimentale vor fi monitorizate prin spectroscopie UV-vis-NIR,
microscopie electronica de transmisie (TEM), imprastierea dinamica a luminii, spectroscopie in
infrarosu si spectroscopie de absorbtie atomica. Se vor estima de asemenea, eficienta de
incapsulare si de eliberare a Dex. NP vor fi testate in vitro pe linia celulara HEI-OC1: preluarea
NP de catre celule se va evalua prin microscopie in camp Tntunecat, in fluorescenta si electronic,
precum si prin spectroscopie de absorbtie atomica. Efectele biologice ale NP vor fi evaluate prin
teste de citotoxicitate (Alamar blue), producerea ROS (H2DCFDA), apoptoza (Anexina V si Pl),
producerea de citokine (ELISA). Studiul in vivo se va face pe sobolani la care se va induce
surditate prin tratament sistemic cu Cisplatin. NP vor fi administrate intratimpanic. Dupa 24h si
48h, se vor inregistra potentialele evocate auditive, iar cohleilor recoltate vor servi drept
instrumente de dozare a Dex prin HPLC din perilimfa, vor fi analizate imunohistochimic, prin
TEM pentru observarea afectarii celulelor neurosenzoriale si localizarea NP in structurile urechii
interne. Prin studiul nostru se vor obtine noi nanomateriale cu potential de utilizare ca agenti
terapeutici, pe baza unor argumente stiintifice.

Obiectiv

Hipoacuzia senzoriala reprezinta una dintre cele mai frecvente dizabilitati umane, cauzata de
sunete intense si medicamente ototoxice (de exemplu, aminoglicozide, cisplatina). Afecteaza
aproximativ 1 din 10 persoane si este ireversibila. Tratarea tulburarilor urechii interne ramane
dificild din cauza barierelor anatomice si fiziologice. In prezent, administrarea sistemic3 a
medicamentului este considerata prima modalitate de tratament de linie pentru tulburarile
urechii interne, dar aportul limitat de sange al urechii interne si patrunderea relativ slaba a
barierei sangvine - labirintice (BLB) vor duce la concentratia locala subterapeutica a
medicamentului. Injectiile intratimpanice (IT) livreaza medicamente catre urechea interna prin
membrana fereastrei rotunde (RWM), ducand la concentratii semnificativ mai mari de



medicamente Tn urechea interna. Datorita limitarii livrarii conventionale de medicamente, a
existat un interes crescut de a explora potentialul nanoparticulelor (NP) pentru administrarea
intracocleara a medicamentelor. NP-urile pot fi utilizate atat pentru stabilizarea
medicamentelor in vivo, cat si pentru transportarea medicamentelor in cohlee. NP-urile pot
Tncapsula agenti terapeutici si sunt capabili sa traverseze RWM. Scopul nostru este de a
sintetiza nanoparticule de aur, polimerice capabile sa livreze Dexametazona (Dex) in
concentratii terapeutice catre urechea interna. NP-urile propuse vor fi: nanoparticule de aur
acoperite cu chitosan (chit-AuNPs), nanoparticule de aur acoperite cu Pluronic (Plu-AuNPs),
nanoparticule de chitosan (Chit-NPs) si nanoparticule Pluronic (Plu-NPs). Deoarece Dex este un
medicament slab solubil in apa, polimerul Pluronic si biopolimerului chitosan vor fi utilizate
pentru incapsulare. Ambele au proprietati fizico-chimice favorabile pentru aplicatii biomedicale:
biocompatibilitate excelenta, biodegradabilitate, nu sunt toxice sau cancerigene sau imunogene
avand, de asemenea, efect antibacterian si un comportament dependent de pH. Aceste
nanomateriale vor fi validate in vitro si modele in vivo si ar putea fi utilizate in continuare in
studiile clinice.

Obiective specifice
Aceasta propunere isi propune sa ofere:

- nanostructuri noi si versatile care vor livra dexametazona in celulele senzoriale ale urechii
interne in vitro si in vivo: nanoparticule de aur acoperite cu chitosan (Chit-AuNPs),
nanoparticule de aur acoperite cu Pluronic (Plu-AuNPs), nanoparticule de chitosan (Chit-NPs) si
nanoparticulele Pluronic (PIuNPs) vor fi fabricate si utilizate ca platforme de livrare a
medicamentelor;

- 0 evaluare ampla a transformarilor suferite de nanoparticule in setarile biologice, corelate cu
efectele asupra celulelor tratate: evaluarea absorbtiei si citotoxicitatii, a nanoparticulelor in
vitro in functie de concentratie, dimensiune si timpul de incubatie pe celule senzoriale ale
urechii interne (linia celulara HEI-OC1);

- 0 evaluare in vivo a efectului protector al NP-urilor injectate intratimpanic dupa inducerea
pierderii auzului cu Cisplatin intravenos; o evaluare a efectului protector al nanoparticulelor
incarcate cu Dexametazona in comparatie cu efectul Dex singur;

- extrapolarea modelelor experimentale, oferind o demonstratie experimentala pentru
utilizarea acestor nanomateriale in studii clinice ulterioare, a efectelor protectoare ale acestor
NP asupra celulelor senzoriale ale urechii interne, afectate de tratamente ototoxice.

Rezultate obtinute in proiect



Etapa 1/2020

Elaborarea protocoalelor de sinteza a noilor nanostructuri, elaborarea protocoalelor de studiu
in vitro si in vivo. Strategii de obtinere a nanoparticulelor. Protocoale experimentale

P2-UBB.

Protocoale de sinteza a noilor nanomateriale pentru livrarea Dexametazonei catre urechea
interna. Studiu bibliografic amplu legat de designul nanomaterialelor pentru livrarea
Dexametazonei (Dex) catre urechea interna, si a identificat urmatoarele protocoale de sinteza:

¢ Micelii de Pluronic incarcate cu Dex prin metoda emulsificarii

¢ Nanoparticule de aur (GNP) sintetizete prin metoda Turkevich-Frens prin reducerea sarii
de aur cu citrat de sodiu, invelirea acestora in Pluronic si Tncarcarea cu Dex prin metode
fizice (incapsulare, adsorbtie)

¢ Nanoparticule de chitosan incarcate cu Dex prin metoda de gelificare ionica

¢ Nanoparticule de aur (GNP) in chitosan sintetizate intr-un singur pas prin reducerea sarii
de aur cu chitosan si incarcare cu Dex prin metode fizice (incapsulare, adsorbtie)

P1-10CN

Elaborarea modelelor experimentale in vitro, realizarea culturilor de celule neurosenzoriale
HEI-OC1. Elaborarea protocoalele de laborator pe baza carora se va desfasura studiul.

e Mentinerea in cultura a liniilor de cellule HEI-OC1

e Determinarea preluarii NP de catre cellule prin:
- Microscopie electronica de transmisie TEM.
- Spectrometrie atomica de absorbtie.

e Evaluarea efectului NP asupra viabilitatii celulelor aparatului auditiv.
e Detectarea apoptozei

e Microscopie in fluorescenta

e Evaluarea stressului oxidativ produs de NP

e Evaluarea efectului asupra sistemului imun- secretia de cytokine inflamatorii TNFa si IL6
prin ELISA.

CO-UMF



Elaborarea protocoalelor experimentale in vivo.

Se folosesc pe post de bioreactor sobolani Wistar. Acestora li se induce ototoxicitate prin
administrare intraperitoneala de cisplatin, iar apoi prin injectare transtimpanica li se vor
administra atat dexametazona simpl3, cat si nanoparticule incarcate cu dexametazona pentru a
compara nivelul otoprotectiei oferite de nanoparticulele incarcate cu dexametazona impotriva
efectului ototoxic al cisplatinului. Protocol de evaluare a efectelor tratamentului cu NP nou
sintetizate la nivelul cohleei animalelor de experienta

Protocol de evaluare a ototoxicitatii induse de cisplatin. Stabilirea dozelor de lucru

e Studiu: Evaluarea prin TEM a preluarii NP de catre animalele de experienta

e Studiu: Evaluarea efectului protector al Dexametazonei si al NP incarcate cu
Dexametazona impotriva ototoxicitatii induse de Cisplatin

e Studiu: Evaluarea prin TEM a preluarii NP incarcate cu dexametazona de catre celulele
neurosenzoriale la animalele de experienta

Etapa 2/2021
P2- UBB

Activitatea 2.1.1. Fabricarea nanoparticulelor de aur (GNP) cu chitosan si aur cu pluronic,
inglobarea Dex si caracterizarea acestora din punct de vedere fizico-chimic. Activitatea 2.2.2.
Testarea GNP pe modelele in vitro si in vivo. Evaluarea internalizarii si a efectelor biologice.
Fabricarea nanoparticulelor de aur stabilizate cu Pluronic si incdrcare cu Dexametazond
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Figura 1. Spectrele de extinctie ale GNP si GNP-Plu (4) i GNP, GNP-Plu §i GNP-Plu-Dex
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Figura 2. Spectrele de extinctie ale GNP-chit si GNP-chit-Dex

Activitatea 2.2 — Studiul pe culturi de celulele HEI-OC1 al efectului nanostructurilor sintetizate
asupra celulelor neurosenzoriale, evaluarea preluarii NP de catre celule.

Studiul preludrii NP de cdtre celule prin absorbtie atomica

Cantitatea de aur internalizata in celule exprimata procentual fata de concentratia de aur
incubata.Concentratia de Au detectata in celulele HEI-OC1 a fost proportionala cu concentratia
de NP administrata si timpul de incubatie. Se constata o mai buna internalizare a NP cu chitosan
comparativ cu cele cu Pluronic.

Studiul preludrii NP de cdtre celule prin microscopie in cémp intunecat
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Figura 3. Imagini de microscopie in camp intunecat ale celulelor HEI-OC1 incubate cu
nanoparticule si fara nanoparticule (control)

P1-10CN



Activitatea 2.2.3 —(CO — UMF si P1-I0CN) Evaluarea prin TEM a preluarii NP de catre celulele
HEI-OC1

Imagini de microscopie electronica de transmisie
prezentand aspecte ultrastructurale ale celulelor
HEI-OC1 din diferitele grupuri experimentale:
a-Celule HEI-OC1 control.

b-Celule HEI-OC1 incubate cu AuNPPlu 20pg/ml.
c-Celule HEI-OC1 incubate cu AuNPPluDex 20ug/ml.
d-Celule HEI-OC1 incubate cu AuNPChit 20pg/ml.
e-Celule HEI-OC1 incubate cu AuNPChitDex 20pg/ml.
af=autofagosom; aG=aparat Golgi; en=endosom;
li=lisosom; m=mitocondrie; mp=membrana plasmatica:
r=ribosomi; re=reticul endolpasmic.
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Activitatea 2.2.1.Stabilirea concentratiilor netoxice de lucru prin teste de citotoxicitate.
Acest deziderat s-a realizat prin efectuarea testului de citotoxicitate MTT utilizand dilutii seriate
din solutiile de NP. Toxicitatea acestor NP a fost direct proportionala cu concentratia.

Activitatea 2.3.1 — (P1 — IOCN) Evaluarea producerii apoptozei, eliberarii de specii libere de
oxigen, a producerii de citokine inflamatorii in urma tratamentului in vitro al celulelor cu
NP. Eliberarea de specii reactive de oxygen (ROS). cu 2,7’ — cu dichlorofluorescin diacetate



ROS 4h

600 -
£
o
(=]
3 400+
>
=
w
| =
8
§ 200+
k=1
o
0-
> & + g i+
«’\60 QQ\ > ° Qo "\96* o
® (9‘\ Q¥ > Q(}‘
(<) (,é

Tratamentul cu NP nu a produs o crestere a eliberarii de ROS pentru nici unul din tipurile de NP

studiate.
e Apoptoza

Evaluarea procentului de celule care mor prin apoptoza in urma administrarii NP de aur cu
Pluronic si chitosan incarcate sau nu cu Dexametazona s-a facut prin flow-citometrie, celulele
fiind marcate cu kitul de Anexina V- Alexa Fluor 488 si iodura de propidium.
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Analiza flow-citometrica a celulelor HEI-OC1 dupa 4h de incubatie cu GNPPIlu (b), GNPPluDex
(c), Dexametazona (d), AuChit (e) si AuChitDex (f) precum si a celulelor control netratate (a).

Celulele au fost marcate cu Anexina V-Alexa fluor 488 si iodura de propidiu.

Secretia de citokine inflamatorii- ELISA



Se constata absenta secretiei crescute in cazul ambelor citokine dupa administrarea NP de Au in
comparatie cu controlul.

CO-UMF. Studiu experimental in vivo.
Determinari functionale audiologice

Inregistrarile ABR au fost efectuate intr-o camera cu sistem de atenuare a sunetului, cu
ecranare electrica, la o temperatura constanta de 23+1°.

-
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Dispunerea castilor pentru
stimul auditiv. de 1nalta
frecventa .

Dispunerea electrozilor si a
castilor pentru stimuli
“click”.

Injectarea de GNP s-a realizat sub control endoscopic.S-au repetat determinarile audiologice la
48 de ore post injectare. Nu au fost evidentiate diferente intre pragurile auditive dupa
injectarea NP comparativ cu pragurile initiale indiferent concentratii sau de stimulul auditiv
folosit (click sau pure tone).
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A- rezultate ABR cu stimulare “click” inainte de administrare NP; B- ABR dupa administrare 40ul
NP cu concentratie 100ug/ml, transtimpanic; in ambele masuratori se deceleaza unde
reproductibile pana la 30dB SPL.

Examen histopatologic

Elementele cohleei nu prezinta modificari specifice unei reactii inflamatorii; magnificatie 10X,
coloratie HE. 1. membrana bazilara; 2. membrana tectoria; 3. stria vascularis; 4. membrana
Reissner; 5. rampa vestibulara; 6. rampa timpanica; 7. fibre nervoase

Prin faptul ca nu am observat modificari ale potentialelor evocate auditiv dupa administrarea
nanoparticulelor si de asemenea structurile urechii interne evidentiate la examen microscopic
nu au suferit modificari ca reactie a unui proces inflamator, putem considera ca ambele
concentratii de nanoparticule pot fi folosite in siguranta in urmatoarea etapa a proiectului.

Etapa a 3-a

Rezultate finale in ceea ce priveste indeplinirea obiectivelor proiectului


https://cdn.umfcluj.ro/uploads/2025/08/proiect-etapa-3.pdf

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 (GNPPIu), NP
de chitosan (NPChit), micelii de Pluronic (MiceliiPlu), micelii de Pluronic incapsulate cu Dex
(MiceliiPluDex) si nanoparticule de chitosan incapsulate cu Dex (NPChitDex)

n alegerea metodelor de sintez3 si conjugare/incdrcare cu Dex s-a tinut cont de:
biocompatibilitatea probelor, livrarea medicamentului in forme nemodificate si posibilitatea
eliberarii prelungite a medicamentului.

Nanoparticulele de aur au fost sintetizate prin metoda Turkevich-Frens prin reducerea sarii de
aur cu citrat de sodiu rezultand nanoparticule sferice individuale cu un diametru mediu de 14+1
nm. Cu scopul de a le conferi stabilitate Tn mediu biologic, nanoparticulele preparate au fost
acoperite cu Pluronic F127. Ulterior s-a efectuat si incarcarea cu Dexametazona.
Nanoparticulele de aur stabilizate cu chitosan (GNPChit) au fost sintetizate printr-o metoda de
preparare intr-un singur pas, prin reducerea clorurii aurice cu chitosan de masa moleculara
mare. Incircarea GNPChit cu Dex a fost realizatd prin metode fizice (incapsulare, adsorbtie).
Suspensiile micelare obtinute au fost caracterizate prin masuratori de imprastiere dinamica a
luminii (DLS), potential Zeta, absorbtie UV-Vis si microscopie electronica de transmisie (TEM).
Masuratorile de potential zeta si DLS au fost efectuate la temperatura de 37°C. Suspensiile
apoase de nanoparticule de chitosan Tncapsulate cu Dex (NPChitDex) au fost sintetizate prin
metoda de gelificare ionica iar caracterizarea suspensiilor apoase de nanoparticule a fost
realizata prin masuratori DLS, potential Zeta, absorbtie UV-Vis. Prin prisma acestor teste, s-a
evidentiat buna stabilitate in solutii si potentiala biocompatibilitate.

Al 2-lea obiectiv al proiectului, de asemenea indeplinit in totalitate, a constat in evaluarea
modificarilor NP in conditii biologice, Tn 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.

Utilizand aceste celule si cele mai precise tehnologii si tehnici de lucru, am indeplinit cu succes
obiectivul 2 al proiectului, demonstrand ca materialele nou sintetizate sunt stabile, sunt
netoxice in anumite concentratii, sunt preluate de catre celulele HEI-OC1 si internalizate in
locatii specifice tipului de biomaterial si ca, in general, nu afecteaza viabilitatea si proprietatile
biologice si secretorii ale celulelor.

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:



e Spectrometrie atomicd de absorbtie. Prin aceasta s-a determinat concentratia
intracelulara de aur atomic, cu ajutorul unui spectrofotometru de absorbtie atomica
Zeenit 700P. Analiza probelor s-a facut prin metoda aditiei standard iar rezultatele s-au
exprimat in pl/ml. Cantitatea de aur internalizatad de catre celule HEI-OC1 a fost
raportata procentual fata de concentratia de aur incubata in celule. Concentratia de Au
detectata in celulele HEI-OC1 a fost proportionala cu concentratia de GNP administrata
si timpul de incubatie. Am constatat o mai buna internalizare a GNP cu chitosan
comparativ cu cele cu Pluronic.

e Microscopie opticd in cdmp intunecat. in cazul GNPPlu, GNPPluDex particulele sunt
uniform distribuite in regiunea extranucleara a celulelor, fara sa fie detectate in nucleu.
Celulele incubate cu GNPChit, GNPChitDex arata in schimb o distributie intracelulara
diferita, NP fiind in multe zone aglomerate/agregate, uneori chiar si pe suprafata
celulelor. Aceasta distributie se datoreaza internalizarii in exces a nanoparticulelor
invelite Tn chitosan, rezultat in concordanta cu masuratorile de absorbtie atomica.

e Microscopie electronicd de transmisie TEM. S-a urmarit modul de preluare a NP de
catre celule, localizarea intracelulara a acestora, precum si efectele asupra
componentelor celulare. Tn toate grupurile de celule incubate cu GNP respectiv GNP-Dex
s-a evidentiat internalizarea acestor particule. in ce priveste localizarea intracelulars,
aceasta a fost diferita pentru cele 2 tipuri de NP: NP au fost observate in numar mare in
endosomi si in unii autofagosomi - in cazul GNPPIlu si MiceliiPluDex in interiorul
lisosomilor - in cazul GNPChit si NPChitDex. Doza de NP testata nu a produs modificari
de natura lezionala si nici nu au fost identificate alterari ultrastructurale in celulele
studiate.

MiceliilePlu si NPChit au fost de asemenea preluate de catre celulele HEI-OC1 si
depozitate in endozomi. Structura celulei nu s-a modificat in urma internalizarii
MiceliilorPlu si a NPChit.

e Microscopie de fluorescentd. A fost utilizata pentru evaluarea internalizarii
nanoveziculelor micelare de Pluronic si a nanoparticulelor de chitosan. Pentru aceasta
am sintetizat micelii de Pluronic si nanoparticule de chitosan incapsulate cu
dexametazona marcata cu fluoroforul fluoresceina (DEXA-FL).

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

o Viabilitatii celulare: testul MTT, in care ototoxicitatea compusilor s-a calculat prin %
celulelor viabile dupa tratament raportat la % celulelor viabile netratate iar IC50 s-a
calculat folosind regresia neliniara si curbe sigmoide cu patru parametri. IC50



(concentratia care a redus viabilitatea cu 50%) a fost de 37.7 ug/ml pentru GNPPlu; 38.8
ug/ml pentru GNPPluDex; 24.7 ug/ml pentru GNPChit si 23.2 pg/ml pentru NPChit Dex.
Ca urmare, pentru experimentele urmatoare, s-au ales doua concentratii aflate sub IC50
in cazul tuturor NP si anume 10 si 20 pg/ml. Miceliile incdrcate cu Dex au avut IC50 mai
mare: 53.92ug/ml, fiind astfel mai putin toxice. Miceliile (atat cele goale cat si cele cu
Dex) administrate Thaintea tratarii celulelor cu 100uM Cisplatin nu au dus la cresterea
procentului de celule viabile comparativ cu celulele tratate doar cu Cisplatin. GNPChit cu
si fara Dex au avut IC50 de 17.66 si respectiv 21.4 ugDex/ml, valori mai mici comparativ
cu miceliile de Plu, Tnsemnand toxicitate mai mare. Din nou particulele incarcate cu Dex
au fost mai putin toxice. In situatia administrarii in plus a Cisplatin, GNPChit nu au
protejat celulele fata de toxicitatea data de acesta.

e Apoptozei: prin flow-citometrie, utilizand kitul de apoptoza cu Anexina V marcata cu
Alexa Fluor 488 si iodura de propidiu, si prin microscopie Tn fluorescenta cu ajutorul
aparatului Zeiss Axiovert D1 cu faza inversata.

o Stressului oxidativ produs de NP: determinarea speciilor reactive de oxigen (ROS) cu
dichlorofluorescein diacetat (DCFDA) la un cititor de placi BioTek Synergy 2.

o Secretiei de citokine inflamatorii TNFa si IL6 cu ajutorul tehnicii ELISA, la
spectrofotometrul Tecan Sunrise 450nm.

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 impotriva ototoxicitatii induse de Cisplatin.
Aceasta evaluare s-a facut atat in vitro, pe celulele HEI-OC1 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 dexametazona s-au folosit pe post de bioreactor
sobolani Wistar. Acestora li s-a indus ototoxicitate prin administrare intraperitonealad de
Cisplatin. Ulterior, prin injectare transtimpanica li s-a administrat atat dexametazona simpla, cat
si nanoparticule incarcate cu dexametazona pentru a compara nivelul otoprotectiei oferite de
fiecare in parte. Toate experimentele in vivo au fost efectuate n cadrul Biobazei UMF.

Evaluarea in vitro a efectului protector al Dexametazonei libere si inglobate in NP asupra
celulelor HEI-OC1 tratate cu Cisplatin s-a facut prin:

o Eliberarea de specii reactive de oxigen (ROS). Prin metoda cu diclorofluoresceindiacetat
(DCFDA), s-a constatat ca valorile ROS induse de Cisplatin au crescut odata cu timpul de
expunere, cu max la 24h. Cand celulele au fost tratate cu GNPs, ambele tipuri de GNPs
au dus la scaderea valorilor ROS la toate intervalele de timp si concentratiile,
concentratia mai mica fiind mai eficienta (semnificatie statistica la toate tipurile de
particule). La concentratia de 20ug/ml, doar la 24h scaderea ROS a fost semnificativa in



cazul celulelor tratate cu GNPChit cu si fara Dex si Cisplatin.. Miceliile de Plu nu au dus la
cresterea eliberarii ROS din celulele HEI-OC1 comparativ cu controlul netratat. In situatia
in care anterior administrarii Cisplatinului, celulele au fost pretratate cu micelii goale sau
incarcate cu Dex s-a constatat scaderea semnificativa a ROS comparativ cu valoarea data
de tratamentul cu Cisplatin singur. Tn ceea ce priveste NPChit, pretratamentul cu acesta,
cu si fara Dex, nu a dus la scaderea semnificativa a ROS induse de Cisplatin.

o Cuantificarea apoptozei prin flow-citometrie a aratat ca Cisplatinul induce moarte
celulara, atat apoptoza cat si necroza. Toate GNP administrate in prealabil duc la o
scadere a procentului acestor celule similar cu protectia data de Dex (25ug/ml).
Comparand apoptoza totala la 4h, se constatd o scadere semnificativa a procentului de
apoptoza pentru toate celulele tratate in prealabil cu GNP de Plu si Chit, cu sau fara Dex.
Cat priveste miceliile de Pluronic, in cazul celulelor tratate doar cu Cisplatin avem cele
mai multe celule marcate, semnificand diferite forme de moarte celulard. In cazul
culturilor pretratate cu micelii si NP, avem un procent mai mic de celule marcate,
semnificand un grad redus de moarte celulara si deci un efect protector al acestor
compusi.

o Secretia de cytokine inflamatorii TNFa si IL6 a fost masurata cu kiturile ELISA DuoSet si
calculata pe baza curbei de absorbtie cu softul Magellan 3. Am constatat ca celulele HEI-
OC1 nu secreta TNFa Tn concentratie crescuta dupa niciunul din tratamentele
administrate, in schimb concentratia IL6 creste semnificativ in urma administrarii de
Cisplatin. Toate tipurile de GNP administrate Thaintea Cis au dus la scaderea eliberarii
IL6, similar cu Dex. Am constatat ca administrarea NP de Au nu este urmata de o
secretie crescutd de cytokine in comparatie cu controlul. Tn schimb, toate tipurile de
micelii si NP administrate Tnaintea Cis au dus la scaderea eliberarii IL6 la valori
comparativ cu controlul netratat.

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

Pentru analiza histologica s-au folosit probele obtinute dupa sacrificarea sobolanilor,
examinate cu ajutorul microscopului optic. Examinarea histopatologica a elementelor urechii
interne dupa tratament cu Cisplatin evidentiaza distructie celulara mai marcata in spira bazala
(corespunzatoare frecventelor inalte) si celule neafectate catre varful cohleei, direct
proportional cu gradul de hipoacuzie indus de catre Cisplatin fiecarui sobolan.

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



e GNPPluDex. Valorile pragurilor auditive nu au prezentat diferente semnificative statistic
la stimul click (p> 0.05). Analizand individual fiecare frecventa testata, grupul
GNPPluDex a afisat o deplasare mai redusa a pragurilor auditive fata de grupul Dex dar
diferenta dintre valorile medii pentru fiecare frecventa nu este semnificativa statistic.

e GNPChitDex. Nu au fost decelate diferente semnificative pentru pragurile audiologice
nici pentru stimul click sau pentru tonuri pure ale celor doua loturi dupa administrare
transtimpanica asociate ototoxicitatii induse de Cisplatin.

o MiceliiPluDex. Administrate intratimpanic au protejat mai bine frecventele inalte fata de
Dex in cazul unor anumiti sobolani, fara insa a se atinge o diferenta statistic
semnificativa in lotul actual.

e Atat NPChitDex 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.

Aplicand aceleasi teste statistice datelor obtinute la fiecare lot, rezultatele audiologice nu au
pus n evidenta modificari semnificative ale pragurilor auditive. Putem interpreta aceste
rezultate ca tratamentul administrat prin acesti vectori non-virali ca fiind non-inferior
tratamentului standard. Este necesar sa consideram ca aceste rezultate pot fi influentate pe de
o parte de numarul redus de animale incluse in loturile experimentale. Astfel, in continuare
putem evalua diferite concentratii de NP in vederea cresterii concentratiei Dex ce intra in
contact cu fereastra ovala si fereastra rotunda, doua bariere naturale in patrunderea
compusilor studiati in urechea interna. Acest aspect este esential de luat in considerare in
continuare.

Al 4-lea obiectiv al proiectului, indeplinit 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.

Diseminarea rezultatelor cercetarii

o Articol ISI publicat in revista Molecules, factor de impact 4,41: “Zeaxanthin-Rich Extract
from Superfood Lycium barbarum Selectively Modulates the Cellular Adhesion and
MAPK Signaling in Melanoma versus Normal Skin Cells In Vitro”. Din lista de autori fac
parte mai multi membri ai proiectului: Eva Fischer-Fodor, Alma Maniu, Maria Perde-
Schrepler, Piroska Virag.



e Articol in evaluare la o revista cotata ISI IF=2,986 (Journal of Nanomaterials — Hindawi)
cu titlul ,Recent advances and future research directions for hearing loss treatment
based on nanoparticles” Autori: Maximilian Dindelegan, Cristina Blebea, Maria Perde-
Schrepler si Alma Maniu. Articolul a fost revizuit conform cerintelor editorilor si
revizorilor si asteptam raspunsul editorilor in legatura cu varianta revizuita a articolului.

e Participari la manifestari stiintifice:
Membri ai colectivului de cercetare au participat Tn calitate de lectori la ,,The
International School of Experimental Microsurgery” Ed.6, curs organizat intre 11-18 lulie
in Cluj-Napoca unde au sustinut doua prezentari: Alma Maniu- ,,Microsurgery in
otology” si Maximilian Dindelegan- ,,Experimental microsurgery- headstart for a
promising medical career”.

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

¢ 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 in 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, loana 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
lulie 2021 in Cluj-Napoca unde au sustinut prezentari:
Alma Maniu - ,,Microsurgery in otology” &
Maximilian Dindelegan- ,,Experimental microsurgery-headstart for a promising medical
career”.

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


https://doi.org/10.3390/audiolres12050047
https://doi.org/10.3390/gels8080483

e 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 interna dupa 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)

e Maximilian George Dindelegan — Teza de doctorat cu titlul “Sistem inovativ de eliberare
controlata a dexametazonei la nivelul urechii interne pe baza de microparticule” —
Cercetarea din teza de doctorat urmareste sintetizarea si testarea de noi platforme de
eliberare controlata a dexametazonei la nivelul urechii interne pentru tratamentul
hipoacuziei de cauza ototoxica in faza acuta si a surditatii brusc instalate. Unul din
studiile cuprinse n 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.

Consideram ca obiectivele propuse pentru aceste etape au fost indeplinite in totalitate, cu
obtinerea unor rezultate valoroase care pun bazele cercetarii propuse in acest proiect. S-a
obtinut sinteza unor nanoparticule proteice (Chitosan si Pluronic) incarcate cu Dexametazona
care dupa ce au fost preluate de catre celulele urechii interne s-au dovedit a fi netoxice,
neafectand celulele neurosenzoriale ale urechii interne. De asemenea in vivo, administrarea lor
nu a produs afectarea auzului animalelor de experienta, astfel, ele vor putea fi folosite in
cercetarile viitoare ca agenti de protectie impotriva ototoxicitatii Cisplatinului.

Prezentare succinta a rezultatelor obtinute in cadrul proiectului
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