ACADEMIA ROMANA
INSTITUTUL DE BIOLOGIE S| PATOLOGIE CELULARA

» NICOLAE SIMIONESCU”

REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

«Dezvoltarea si evaluarea functionalititii unor nanocardusi de

polifenoli utilizabili Tn terapia tintiti a inflamatiei vasculare»

Sustinuta in data de 18.09.2020, Aula «George Emil Palade»,

Institutul de Biologie si Patologie Celulara «Nicolae Simionescu»

Conduciitor stiintific:
Acad. MAYA SIMIONESCU
Doctorand:

ELENA-VALERIA FUIOR

BUCURESTI

2020

Textul integral poate fi consultat la Biblioteca Institutului de Biologie si Patologie

Celulara «Nicolae Simionescu»



CUPRINS

LISTA ABREVIERILOR
INTRODUCERE $SI OBIECTIVE

PARTEA |- STADIUL ACTUAL AL CUNOSTINTELOR PRIVIND INFLAMATIA SI UTILIZAREA
POLIFENOLILOR INCORPORATI IN NANOPARTICULE TN TERAPIA ANTI-INFLAMATORIE

CAPITOLUL 1- INFLAMATIA: MECANISME IMPLICATE SI TERAPIILE ACTUALE

1.1.
1.2.
1.3.
1.4.

1.5.
1.6.

Inflamatia si bolile asociate
Cascada inflamatorie
Cai de semnalizare in inflamatie
Clase de proteine implicate Tn procesele inflamatorii
1.4.1. Citokine
1.4.2. Chemokine
1.4.3. Molecule de adeziune
Inflamatia indusa de lipopolizaharid (LPS)

Abordari terapeutice actuale anti-inflamatoare

6
8

10
10
10
11
13

17
17
21

24
27
29

CAPITOLUL 2-ABORDARI ALTERNATIVE BAZATE PE POLIFENOLI INCORPORATI IN NANOTRANSPORTORI
N TERAPIA INFLAMATIEI

2.1
2.2.
2.3.
2.4.
2.5.
2.6.

Polifenoli-aspecte generale

Proprietatile anti-oxidante si anti-inflamatorii ale polifenolilor

Modularea microARN necodante

Modularea microbiotei intestinale

Limitari in utilizarea polifenolilor

Aplicatii pe baza de nanoparticule (NP) ale polifenolilor anti-inflamatori
2.6.1. Activitati anti-inflamatorii ale NP anorganice incarcate cu polifenoli
2.6.2. Activitati anti-inflamatorii ale NP organice incarcate cu polifenoli

2.6.2.1. Nanoparticule polimerice

2.6.2.2. Nanoparticule de ciclodextrina

2.6.2.3. Nanoparticule lipidice

2.6.2.4. Nanoparticule pe baza de proteine
2.6.3. Acumularea pasiva si tintirea activa a nanoparticulelor la situsuri inflamatorii

2.6.4. Tintirea specifica a diferitelor tipuri celulare cu nanoparticule incarcate cu polifenoli

33
33
35
35
36
37
38
39
39
39
41
42
45
46
47



2.6.5. Studii clinice 50

2.6.6. Concluzii 53
PARTEA a Il a- CONTRIBUTII ORIGINALE 54
CAPITOLUL 3- PREPARAREA SI CARACTERIZAREA IN VITRO A NANOEMULSIILOR LIPIDICE INCARCATE CU
FLAVONOIDELE NARINGENINA SI HESPERETINA 54
3.1. Introducere si obiective 54
3.2. Materiale si metode 56
3.2.1. Reactivi 56
3.2.2. Prepararea nanoemulsiilor lipidice (LN) incarcate cu flavonoide 57
3.2.3. Prepararea nanoemulsiilor incarcate cu flavonoide si tintite la VCAM-1 58
3.2.4. Caracterizarea nanoemulsiilor incdrcate cu flavonoide 59
3.2.4.1. Dimensiunea nanoparticulelor 59
3.2.4.2 Potentialul zeta al nanoparticulelor 60
3.2.4.3. Determinarea peptidei cuplate pe suprafata LN 60
3.2.4.4. Determinarea continutului de flavonoid Tncapsulat in nanoemulsii lipidice 61
3.2.4.5. Eliberarea in vitro a flavonoidelor incorporate in nanoemulsii 62
3.2.4.6. Studii de stabilitate a nanoemulsiilor lipidice incarcate cu flavonoide 63
3.2.5. Culturi celulare 63
3.2.6. Test de viabilitate celulard 63

3.2.7. Preluarea nanoemulsiilor lipidice de catre celulele endoteliale umane, linia EA.hy926 64

3.2.8. Testul de adeziune a monocitelor la celulele endoteliale 64
3.2.9. Testul de transmigrare a monocitelor 65
3.2.10. Imuno-blot 66
3.2.11. Prepararea extractelor nucleare si citosolice 67
3.2.12. Real Time PCR 67
3.2.13. Testul de hemocompatibilitate 68
3.2.14. Analiza statistica 68
3.3. Rezultate 68
3.3.1. Prepararea si caracterizarea nanoemulsiilor lipidice: dimensiune si potential zeta 68
3.3.2. Eficienta de incapsulare 72
3.3.3. Stabilitatea nanoemulsiilor lipidice incarcate cu flavonoide 72
3.3.4. Eliberarea in vitro a flavonoidelor din nanoemulsii 73

3.3.5. Citotoxicitatea nanoemulsiilor incarcate cu flavonoide asupra celulelor endoteliale (CE)
umane, linia EA.hy926 75



3.3.6. Internalizarea nanoemulsiilor lipidice de catre CE activate cu TNF-a 76

3.3.7. Rolul functional al nanoparticulelor incarcate cu flavonoid in reducerea adeziunii si
transmigrarii monocitelor la/printre CE activate cu TNF-a 79

3.3.8. Reducerea expresiei MCP-1 in CE activate cu TNF-a de catre nanoemulsiile lipidice incarcate
cu flavonoide 81

3.3.9. Reducerea translocarii nucleare a NF-kB in CE activate cu TNF-a. de catre nanoemulsiile

lipidice incdrcate cu flavonoide 82
3.3.10. Hemocompatibilitatea nanoemulsiilor lipidice incarcate cu flavonoide 83

3.4. Discutii 84
3.5. Concluzii 87
CAPITOLUL 4-BIODISTRIBUTIA NANOEMULSIILOR LIPIDICE INCARCATE CU NARINGENINA DETERMINATA
CU AJUTORUL TRASORULUI INDOCYANINE GREEN (ICG) 88
4.1. Introducere si obiective 88
4.2.Materiale si metode 90
4.2.1. Reactivi 90
4.2.2. Prepararea nanoemulsiilor incarcate cu naringenind continand ICG 91
4.2.3. Prepararea nanoemulsiilor ncarcate cu naringenind continand rodamina 92
4.2.4. Prepararea nanoemulsiilor tintite incarcate cu naringenina si ICG 92
4.2.5. Caracterizarea fizico-chimica a nanoemulsiilor 92
4.2.5.1. Dimensiunea nanoparticulelor 92
4.2.5.2. Potentialul zeta al nanoparticulelor 92
4.2.5.3. Determinarea continutului de naringenina incorporata in nanoemulsii lipidice 92

4.2.6. Evaluarea stabilitatii nanoemulsiilor cu naringenina si ICG in prezenta serului in vitro 93

4.2.7. Imagistica de fluorescenta 93
4.2.8. Studii pe animale- Modelul experimental de inflamatie murind indusa de LPS 93
4.2.9. Dozarea naringeninei in omogenate tisulare prin UHPLC 94
4.2.10. Analiza statisticd 95
4.3. Rezultate 95
4.3.1. Caracterizarea fizico-chimica a nanoparticulelor cu narigenina si ICG 95
4.3.2. Stabilitatea nanoemulsiilor incdrcate cu naringenina si ICG in prezenta serului 97
4.3.3. Eficienta radianta a ICG incorporat in nanoemulsii 99

4.3.4. Biodistributia nanoemulsiilor Tncarcate cu naringenina in modelul de inflamatie murina
indusa de LPS 100

4.3.4.1. Biodistributia nanoemulsiilor incarcate cu naringenina evaluata prin eficienta radianta a
ICG 100



4.3.4.2. Biodistributia nanoemulsiilor incarcate cu naringenina evaluatd prin dozarea naringeninei

prin UHPLC 108

4.4. Discutii 110
4.5. Concluzii 115
CAPITOLUL 5-VALIDAREA IN VIVO A EFECTELOR ANTI-INFLAMATOARE ALE NANOEMULSIILOR LIPIDICE
INCARCATE CU NARINGENINA 116
5.1. Introducere si obiective 116
5.2. Materiale si metode 116
5.2.1. Reactivi 116
5.2.2. Prepararea si caracterizarea nanoemulsiilor netintite si tintite catre VCAM-1, incarcate cu
naringenina 117
5.2.3. Real Time PCR 117
5.2.4. Designul primerilor 118
5.2.5. Analiza statistica 118
5.2.6. Design experimental -Modelul experimental de inflamatie acuta indusa de LPS 118

5.3. Rezultate 119
5.4. Discutii 126
5.5. Concluzii 130
CONCLUZII GENERALE 131
BIBLIOGRAFIE TEZA 133

E. LISTA LUCRARILOR PUBLICATE $I COMUNICATE 157



Cuvinte cheie: inflamatie, endoteliu activat, nanoparticule directionate, nanoemulsii, VCAM-1,
polifenol, flavonoid, naringenina, hesperetina, Indocyanine Green, TNF, LPS, transmigrare a
monocitelor, adeziune a monocitelor

Numar total de pagini — 159
Numar de figuri in Partea | - 12
Numar de tabele in Partea | — 6
Numar de figuri in Parteaa Il a-50
Numar de tabele in Parteaa Il a- 11
Referinte bibliografice - 358
Lucrari publicate in reviste indexate ISI in perioada stagiului de doctorat - 9 (1 autor principal)
Lucrari 1n pregatire -1
Capitole carte -1
Postere prezentate la manifestari stiintifice internationale-6 (autor principal)
Comunicari orale sustinute la manifestari stiintifice nationale - 1 (autor principal)
Premii nationale - 2
Burse obtinute pe durata programului doctoral -1 (bursa doctorala de la Academia Romanad)

Participarea la proiecte de cercetare nationale legate de tematica tezei de doctorat- 1



Introducere si obiective

Bolile cronice inflamatorii reprezintd cauza cea mai importantd a mortalitédtii globale. La nivel
mondial, peste 50% din populatie suferd decese datorate atacurilor vasculare cerebrale, bolilor
cronice respiratorii, cardiovasculare, cancerului, obezitétii si diabetului.

Procesul cronic inflamator este implicat Th numeroase patologii aparent neinrudite, ca o
caracteristicd unificatoare ce pare si le conecteze dincolo de diversitatea fenotipica. Mai probabil
o cauzd decat un efect, inflamatia de intensitate redusd, dar persistentd (cronicd) este asociatd cu
asa-numitele ,,boli ale civilizatiei” precum bolile cardiovasculare, cancerul, boala obstructivd
pulmonard cronicd, diabetul, patologia neurodegenerativd. Conform statisticilor Organizatiei
Mondiale a S#natdtii, patologiile mentionate se situeazd intre primele cinci cauze ale mortalitdtii
la nivel global.

Avand in vedere importanta procesului inflamator in evolutia diferitelor disfunctii, noi termeni
precum inflamatia metabolicd - ,,metaflamatia” si inflamatia asociatd Tmbétranirii (in limba
englezi ,,inflammageing”) au fost introdusi recent in vocabularul medical pentru a descrie legétura
dintre inflamatie si bolile cronice metabolice (diabet de tip II, obezitate) si, respectiv, implicarea
inflamatiei in procese fiziologice cum ar fi Tmbétranirea.

Actualmente, compusii anti-inflamatori de sintezd, steroidici si nesteroidici, reprezintd
tratamentul de electie. Cu toate acestea, utilizarea acestora atrage variate efecte secundare nedorite.

In ultimele decenii, compusii fitochimici au atras interesul ca alternativd la medicatia
conventionald datorita profilului lor toxicologic sigur si actiunii terapeutice in diferite boli. Dintre
acesti compusi, polifenolii-sub forma de compusi purificati sau ca extracte din diferite surse
naturale-ofera numeroase oportunitd{i terapeutice, prin inhibarea unor cdi de semnalizare pro-
inflamatoare.

Printre limitdrile utilizérii terapeutice a polifenolilor pe scard largd sunt hidrosolubilitatea
scizutd si, subsecvent, biodisponibilitatea redusi la administrare orali. Incorporarea acestor
principii active in nanoparticule ar putea inldtura dezavantajele mentionate, mai ales in conditiile
dezvoltdrii de terapii pentru livrarea directionatd a compusilor bioactivi la situsurile inflamate,
limitand atat disiparea substantei utile in circulatia sistemicd, cat si efectele secundare nedorite.

In acest context, endoteliul vascular reprezinti o tinti atractivi pentru nanoparticulele
functionalizate cdtre moleculele de adeziune ce sunt supraexprimate pe suprafata celulei n
conditiile activdrii de cédtre diferiti agenti stresori.

Avand in vedere efectele anti-inflamatorii benefice descrise pentru flavonoidele din citrice-
naringenind si hesperetind, s-a preconizat cé prin incorporarea intr-un nanotransportor, directionat
specific prin administrare intravenoasd cétre situsurile vasculare inflamate, acesti compusi ar avea
o eficacitate terapeuticd crescuta.

Anterior, in cadrul Laboratorului de Nanoterapii, liposomi directionati cdtre molecula de
adeziune VCAM-1 au fost eficienti in tintirea si reducerea activarii endoteliului in aterosclerozi si
cancer. Pe baza acestor date, a fost formulatd ipoteza conform careia, incapsularea celor doud
flavonoide, naringenina si hesperetina, in nanoemulsii lipidice directionate citre VCAM-1 ar putea
fi utilizatd pentru reducerea inflamatiei induse de TNF-a in celulele endoteliale.

In lucrarea de fatd ne-am propus si am realizat urmitoarele obiective: (1) conceperea,
prepararea si caracterizarea de nanoparticule lipidice Tn scopul folosirii lor ca vectori pentru
transportul tintit de polifenoli, cum sunt flavonoidele din citrice, naringenina si hesperetina; (2)
incarcarea nanoparticulelor cu polifenolii mentionati la obiectivul 1 si functionalizarea acestora in
vederea directiondrii lor catre o tintd moleculard relevanta in inflamatia vasculard, anume molecula



de adeziune celulard VCAM-1; (3) validarea preclinicd a nanoparticulelor lipidice, incarcate cu
polifenoli, ca vectori anti-inflamatori prin studii in vitro si in vivo.

Structura tezei de doctorat

Lucrarea este structuratd in doud parti principale, subdivizate in capitole.

Prima parte, alcatuita din doua capitole, reprezinta o trecere in revistd a literaturii de
specialitate si analizeaza stadiul actual al cunostintelor privind inflamatia si utilizarea polifenolilor
incorporati Th nanoparticule in terapia anti-inflamatorie. Capitolul 1 se refera la mecanismele
celulare si moleculare ale cascadei inflamatorii si la abordarile terapeutice actuale care tintesc
aceste evenimente. Sunt mentionate principalele clase de agenti anti-inflamatori: glucocorticoizi,
medicamente nesteroidice, statine, agenti biologici (inhibitori de citokine) si mecanismul actiunii
acestora. Capitolul 2 reprezinta o recenzie a literaturii de specialitate referitoare la utilizarea
polifenolilor Tncorporati in nanosisteme in scopuri anti-inflamatorii. Polifenolii reprezinta o clasa
extinsd de compusi, metaboliti secundari ai plantelor, cu numeroase efecte terapeutice, anti-
oxidante si  anti-inflamatoare,  antimicrobiene, anti-tumorale, anti-angiogenice  si
imunomodulatoare. Utilizarea terapeutica pe scara largi este insa impiedicata de hidrosolubilitatea
incorporarea polifenolilor in diferite formule de nanoparticule: liposomi, nanoemulsii. O serie de
studii clinice au demonstrat ca biodisponibilitatea polifenolilor poate fi imbunitatita semnificativ
prin nanoformulare. Studii preclinice si clinice au aritat efectele benefice ale polifenolilor
Tncorporati in nanoparticule in diverse modele experimentale sau pacienti cu conditii inflamatorii
associate, date fiind disponibile cu precadere pentru curcumina si resveratrol. Datele recenzate
recomanda nanotehnologia ca o solutie atractivd pentru a maximiza efectele terapeutice ale
compusilor anti-inflamatori naturali, pentru o mai prompté utilizare clinica. De asemenea se
evidentiaza necesitatea explorarii unei game mai diverse de compusi. Recenzia realizata in
Capitolul 2 a fost publicata in anul 2020 sub forma unui capitol de carte [1].

Partea a doua a lucrarii cuprinde contributiile originale, organizate in trei capitole.

Capitolul 3 prezinta un studiu referitor la efectele anti-inflamatoare in vitro ale flavonoidelor
din citrice-naringenina si hesperetina-incorporate in nanoemulsii lipidice utilizand linia de celule
endoteliale umane EA.hy926.

Naringenina si hesperetina, principalele flavonoide din fructele citrice, fie in forma libera, sau
ca glicozide prezente in mod natural, sunt intens investigate Th prezent pentru potentialul terapeutic
in aterosclerozd si diabetul de tip II, doud din patologiile cu rdspandire pandemicd la nivelul
societdtilor dezvoltate. Aceste flavonoidele exercitd un spectru larg de activitdti: anti-oxidante,
anti-inflamatoare, de reducere a glicemiei si lipemiei si imbunététire a parametrilor metabolici:
corecteaza dislipidemia, cresc toleranta la glucozd si responsivitatea la insulind, reduc inflamatia
si adipozitatea.

O serie de studii anterioare din literatura au descris incorporarea acestor compusi in
nanoparticule destinate mai ales administrarii orale. Putine incercari de directionare specifica a
flavonoidelor din citrice la situsuri patologice in vederea cresterii concentratiei locale efective au
fost raportate in literaturd. La momentul initierii cercetarilor nu existau studii referitoare la
nanoparticule directionate continand naringenina destinate administrarii intravenoase.



Tn studiul prezentat in Capitolul 3 este descrisa incorporarea naringeninei si hesperetinei,
flavonoide cu hidrosolubilitate scizutd, in nanoemulsii lipidice. Tn plus, nanoparticulele au fost
directionate specific catre molecula de adeziune celulara VCAM-1, supraexprimata pe suprafata
endoteliului activat. Nanoemulsiile au fost testate functional in vitro.

Principalele rezultate:

U S-a reusit incorporarea flavonoidelor cu eficienta > 80%, iar nanoemulsiile au prezentat
stabilitate bund in vitro in conditiile mentinerii timp de 3 luni la 4°C sau o saptamana la 37 °C.
¢ Caracterizarea fizico-chimica a indicat dimensiuni ale nanoparticulelor de ~200 nm,

independent de incarcarea cu flavonoid si cuplarea cu peptida de recunoastere a VCAM-1, iar
indicii de polidispersie de ~0.2 au indicat omogenitatea populatiilor.
¢ Potentialul zeta al nanoparticulelor nedirectionate s-a situat in jurul valorii de -30 mV.
Cuplarea cu peptida de recunoastere a VCAM-1 a deplasat valorile potentialului zeta spre valori
mai negative, proportional cu cantitatea de peptida cuplata.
¢ Studiile de eliberare in vitro in modelul sdculetului de dializa au indicat ca naringenina si
hesperetina au fost eliberate din nanoemulsii cu o cinetica mai lenta decat compusii puri. Cinetica
eliberdrii s-a desfasurat dupa un model Weibull (exponentialda monofazica).
¢ Nanoemulsiile incarcate cu flavonoide nu au manifestat citotoxicitate in vitro pe linia de
celule endoteliale umane EA.hy926 la concentratiile testate (25, 50, 100 pM) si au prezentat
hemocompatibilitate la soareci apoE deficienti si C57/Blackeé.
¢ Nanoemulsiile incarcate cu flavonoide, netintite sau tintite cétre endoteliu, sunt preluate de
celulele endoteliale umane din linia EA.hy926 intr-o manierd dependentd de doz& si timp, dar
dependentd de TNF-a doar in cazul endoteliului activat.
¢ Teste functionale au aritat ca flavonoidele Tncorporate Th nanoemulsii, la 0 concentratie de
50 pM, au inhibat atat adeziunea cat si transmigrarea monocitelor THP-1 la/printre celulele
endoteliale activate, printr-un mecanism care implicd scdderea expresiei la nivel de gena si
proteina a chemokinei pro-inflamatorii MCP-1 si reducerea translocarii nucleare a NF-xB. Efectele
au fost mai pronuntate in cazul nanoparticulelor directionate.

Rezultatele acestui studiu au fost publicate in revista Pharmaceutics (factor de impact 4,773)

[2].

In studiul prezentat in Capitolul 4 am investigat biodistributia nanoparticulelor ce
Tncorporeazid naringenind intr-un model experimental de inflamatie acutd indusa de LPS. Deoarece
naringenina ca atare nu prezintd caracteristici spectrale care sd permita evaluarea localizarii
nanoparticulelor in situ, pentru marcare am utilizat trasorul de domeniu infrarosu apropiat
Indocyanine Green (ICG) si am incercat sa stabilim o corelatie Tntre distributia fluorescentei ICG
prin IVIS si concentratiile de naringenina dozate prin HPLC. ICG este un trasor intens investigat
in prezent datoritd tropismului pentru sistemul cardiovascular, ca alternativd la tehnici invazive
si/sau toxice de investigatie. Combinatia naringenind/ICG in nanocardusi nu a mai fost raportata
in literaturd si domeniul utilizarii ICG Tn urmérirea biodistributiei unor substante active incorporate
n nanosisteme de transport este unul de mare actualitate.

Principalele rezultate:

U Pentru evaluarea potentialului de tintire al nanoparticulelor incércate cu naringenind si
directionate citre molecula de adeziune celulara VCAM-1, am obtinut in premiera nanoparticule
Ce co-incorporeaza naringenini si trasorul NIR Indocyanine green (ICG). S-au obtinut nanoemulsii



stabile timp de 3 luni la 4°C, contindnd naringenina si ICG, nedirectionate sau directionate la
VCAM-1.

¢ Dimensiunile nanoparticulelor au fost ~220 nm, iar potentialul zeta a fost de ~ -40 mV.

¢ Nu s-au evidentiat modificari ale potentialului zeta datorita functionalizarii cu peptida de
recunoastere a VCAM-1, spre deosebire de cazul nanoemulsiilor ce contin doar naringenina.

¢ ICG incorporat in nanoemulsii a prezentat un semnal liniar de fluorescenta pe domeniul 0-

60 UM. Desi eficienta radiantd a fost de 10 ori mai scdzuta decat a rodaminei, liniaritatea
semnalului a fost superioara.

¢ Nanoemulsiile cu ICG si naringenind au fost stabile Tn prezenta serului murin la 37°C in
vitro.
¢ Pentru urmarirea biodistributiei nanoparticulelor, acestea au fost administrate intravenos

intr-un model experimental de inflamatie indusa cu LPS la soareci C57/Black6. Nanoemulsiile s-
au distribuit nespecific in ficat, rinichi, plamani, splina, creier, asa cum s-a demonstrat prin analiza
ex vivo a organelor prin tehnica IVIS. Nanoemulsiile s-au distribuit specific la nivelul segmentului
(inima+aorta), ca si n aortele individuale. Distribuirea selectiva a fost atribuita functionalizarii cu
peptida de recunoastere a VCAM-1, deoarece in aceleasi conditii ICG liber s-a distribuit
nespecific, iar nanoemulsiile au fost echivalente din punct de vedere al dimensiunilor si
potentialului zeta, singura diferenta constand in prezenta peptidei de cuplare.

4 Evaluarea concentratiei de naringenind prin UHPLC a indicat o corelatie satisfacatoare cu
datele de fluorescenta, iar cauzele anumitor discrepante sunt analizate.

Coroborate, aceste date sustin utilitatea nanoparticulelor incdrcate cu ICG 1n urmdirirea
localizirii dupd administrarea intravenoasi la soarece. In plus, ele arati ci nanoparticulele tintite
citre VCAM-1 s-au localizat preferential Tn anumite situsuri ale endoteliului activat, unde au
eliberat agentul activ.

Capitolul 5 se referd la studiul efectelor anti-inflamatoare ale nanoparticulelor incorporand
naringenind in vivo intr-un model experimental de inflamatie indusd de LPS. Rezultatele
experimentelor de gRT-PCR pe organe prelevate de la soareci cu inflamatie indusd de LPS au
confirmat potentialul terapeutic al naringeninei incorporate in nanoemulsii. Datele noastre arati la
animalele tratate cu nanoparticule tintite, o reducere a expresiei genice a unor markeri inflamatori
precum TNF-a, IL-18. MCP-1, RANTES, VCAM-1 si ICAM-1. Sumarul cazurilor in care
nanoemulsiile incdrcate cu naringenind au avut un efect mai puternic in reducerea expresiei genice
a markerilor inflamatorii in varianta tintitd citre VCAM-1 comparativ cu cea netintitd este
prezentat in Tabelul 1.



Molecula | Diferente cu semnificatie statisticdi | Diferente fird semnificatie statistic#
TNF-a rinichi Inimé, plimani, creier

IL-1B plamani Inimé

MCP-1 Rinichi, plamén, splini, creier, inimi
RANTES | creier Plamani, immi

VCAM-1 | pliméni Splin, inim#

ICAM-1 Plamaéni, inim3, creier

Tabelul 1. Sumarul cazurilor in care nanoemulsiile incdrcate cu naringenind au avut un efect
mai puternic in varianta tintitd cdtre VCAM-1 comparativ CU cea netintitd in reducerea expresiei
genice a markerilor inflamatori evaluari.

Desi diferente statistice semnificative intre nanoemulsiile tintite catre VCAM-1 si cele netintite
s-au Tnregistrat doar in cateva situatii punctuale (IL-1f in pldmani, TNF-a n rinichi, RANTES in
creier, VCAM-1 in plamani), totusi evaluarea de ansamblu a panelului de markeri inflamatori
indicd o tendintd anti-inflamatoare.

Aceastd lucrare aduce urmétoarele contributii originale:

(1) conceperea si caracterizarea nanoemulsiilor lipidice care Tncorporeaza flavonoide din citrice;
(ii) functionalizarea acestora cu o peptida de recunoastere a moleculei de adeziune VCAM-1;

(iii) demonstrarea prelugrii specifice a nanoemulsiilor directionate la VCAM-1 de catre celule
endoteliale umane activate cu TNF-o;

(iv) validarea activitatii anti-inflamatoare in vitro prin reducerea adeziunii si transmigréarii
monocitelor la/prin endoteliu;

(V) conceperea si caracterizarea nanoemulsiilor lipidice incdrcate cu naringenini si etichetate
fluorescent prin co-incorporarea fluorocromului NIR, Indocyanine Green;

(vi) urmarirea tintirii specifice a endoteliului in vivo folosind un model murin de inflamatie, pe
baza determinrii fluorescentei NIR a nanoemulsiilor lipidice;

(vii) validarea in vivo a efectelor anti-inflamatoare ale nanoemulsiilor Tncércate cu naringenina.

REFERINTE:

1. Fuior E, Calin M: Nanoparticle-based delivery of polyphenols for the treatment of
inflammation-associated diseases in Advances and Avenues in the Development of Novel Carriers
for Bioactives and Biological Agents 1st Edition, Elsevier (2020) (capitol carte)

2 . Fuior EV, Deleanu M, Constantinescu CA, Rebleanu D, Voicu G, Simionescu M, Calin M.
Functional Role of VCAM-1 Targeted Flavonoid-Loaded Lipid Nanoemulsions in Reducing



Endothelium Inflammation. Pharmaceutics. 2019;11(8). pii: E391. doi:
10.3390/pharmaceutics11080391(1F 4,77).

LISTA LUCRARILOR PUBLICATE SI COMUNICATE
In perioada desfédsurdrii stagiului de doctorat (2015-2020) au fost publicate urmétoarele lucriri:

UN CAPITOL TNTR-O MONOGRAFIE APARUTA IN STRAINATATE

Fuior, E.V., Calin, M. 2020. Nanoparticle-based delivery of polyphenols for the treatment of inflammation-
associated diseases in Advances and Avenues in the Development of Novel Carriers for Bioactives and
Biological Agents (editor Singh M et al.) ELSEVIER, Academic Press, pp 343-382, eBook ISBN:
9780128199183

LUCRARI PUBLICATE IN REVISTE INTERNATIONALE COTATE ISI:

ARTICOLE ORIGINALE : 1 LUCRARE PRIM-AUTOR SI 8 LUCRARI CO-AUTOR

1. Fuior E.V., Deleanu M., Constantinescu C.A., Rebleanu D., Voicu G., Simionescu M., Calin M.
Functional Role of VCAM-1 Targeted Flavonoid-Loaded Lipid Nanoemulsions in Reducing Endothelium
Inflammation. Pharmaceutics. 2019; 11(8):391. doi: 10.3390/pharmaceutics11080391. (factor de impact
4,77).

2. Constantinescu C.A., Fuior E.V., Rebleanu D., Deleanu M., Simion V.., Voicu G., Escriou V.,
Manduteanu 1., Simionescu M., Calin M. Targeted Transfection Using PEGylated Cationic Liposomes
Directed Towards P-Selectin Increases siRNA Delivery into Activated Endothelial Cells. Pharmaceutics.
2019;11(1):47. doi: 10.3390/pharmaceutics11010047. (factor de impact 4,77)

3. Voicu G., Rebleanu D., Constantinescu C.A., Fuior E.V., Ciortan L., Droc I., Uritu C.M., Pinteala M.,
Manduteanu I, Simionescu M, Calin M. Nano-Polyplexes Mediated Transfection of Runx2-shRNA
Mitigates the Osteodifferentiation of Human Valvular Interstitial Cells. Pharmaceutics. 2020;12(6):507.
doi: 10.3390/pharmaceutics12060507. (factor de impact 4,84)

4. Trusca V.G., Fuior E.V., Kardassis D., Simionescu M., Gafencu A.V.Int J Mol Sci. The Opposite Effect
of c-Jun Transcription Factor on Apolipoprotein E Gene Regulation in Hepatocytes and Macrophages.
2019;20(6):1471. doi: 10.3390/ijms20061471.

5. Trusca V.G, Fuior E.V, Fenyo |.M., Kardassis D., Simionescu M., Gafencu A.V. Differential action of
glucocorticoids on apolipoprotein E gene expression in macrophages and hepatocytes.
PLoS One. 2017;12(3):e0174078. doi: 10.1371/journal.pone.0174078.

6. Roman C, Fuior E.V., Trusca V.G., Kardassis D., Simionescu M., Gafencu A.V. Biochem Biophys
Thyroid hormones upregulate apolipoprotein E gene expression in astrocytes.
Res Commun. 2015;468(1-2):190-5. doi: 10.1016/j.bbrc.2015.10.132.

7. Niculescu L.S., Simionescu N., Fuior E.V., Stancu C.S, Carnuta M.G., Dulceanu M.D., Raileanu M.,
Dragan E., Sima A.V. Inhibition of miR-486 and miR-92a decreases liver and plasma cholesterol levels by
modulating lipid-related genes in hyperlipidemic hamsters. Mol Biol Rep. 2018;45(4):497-509. doi:
10.1007/s11033-018-4186-8.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780128196663000122?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780128196663000122?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/book/9780128196663
https://www.sciencedirect.com/science/book/9780128196663
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32498305/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31382634/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31382634/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32498305/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32498305/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30669699/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30669699/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30909560/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30909560/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28355284/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28355284/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26519880/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29725814/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29725814/

8. Brehar F.M., Gafencu A.V., Trusca V.G., Fuior E.V., Arsene D., Amaireh M, Giovani A., Gorgan
M.R.Preferential Association of Lissencephaly-1 Gene Expression with CD133+ Glioblastoma Cells. J
Cancer. 2017;8(7):1284-1291. doi: 10.7150/jca.17635.

9. Trusca V.G., Mihai A.D., Fuior E.V., Fenyo I.M., Gafencu A.V. High levels of homocysteine
downregulate apolipoprotein E expression via nuclear factor kappa B. World J Biol Chem. 2016;7(1):178-
87. doi: 10.4331/wjbc.v7.i1.178.

2 RECENZII :

1. Fuior E.V., Gafencu A.V. Apolipoprotein C1: Its Pleiotropic Effects in Lipid Metabolism and
Beyond.Int J Mol Sci. 2019;20(23):5939. doi: 10.3390/ijms20235939.

2.Trusca V.G., Fuior E.V., Gafencu A.V. Beyond Lipoprotein Receptors: Learning from Receptor
Knockouts Mouse Models about New Targets for Reduction of the Atherosclerotic Plaque.Curr Mol Med.
2015;15(10):905-31. doi:10.2174/ 1566524016666151123110310.

1 MANUSCRIS IN PREPARARE (PRIM-AUTOR)

1. Fuior, E.V., Constantinescu, C.A., Voicu, G., Deleanu, M., Anghelache M, Rebleanu, D., Simionescu,
M., Calin, M. 2020 Evaluation of the therapeutic effects of naringenin incorporated in nanoemulsions in
experimental acute inflammation ( manuscris in preparare)

LUCRARI PREZENTATE LA MANIFESTARI STIINTIFICE INTERNATIONALE: 6

1. Fuior, E.V., Voicu, G., Deleanu, M., Rebleanu, D., Constantinescu, C. A., Safciuc, F., Simionescu, M.,
Calin, M. VCAM-1 targeted flavanone-loaded lipid nanoemulsions exert anti-inflammatory effects on
activated endothelial cells, BAHH2Workshop “Modern Biotechnological Advances for Human Health”
organizat de INCDSB si International Centre for Genetic Engineering and Biotechnology, 28-31mai 2019,

Bucuresti, Book of Abstracts p.75 (poster)

2. Fuior, E.V., Deleanu, M., Constantinescu, C. A., Rebleanu, D., Voicu, G., Simionescu, M., Calin, M.
Flavonoids-Loaded Lipid Nanoemulsions Protect Against Endothelial Inflammation By A Mechanism
Involving NF-kB Transcription Factor and MCP-1 Chemokine, Al 11 lea Congres National cu participare
internationald si a 37a sesiune anuald a Societétii Roméne de Biologie Celulard (sub egida Academiei
Romane), 20-23 iunie 2019, Constanta, Book of Abstracts p. 128 (poster)

3. Fuior, E.V., Voicu, G., Deleanu, M., Rebleanu, D., Constantinescu, C.A., Safciuc, F., Simionescu, M.,
Calin, M. VCAM-1 targeted flavanone-loaded lipid nanoemulsions exert anti-inflammatory effects on
activated endothelial cells— Simpozion aniversar IBPC “An incredible 40-year journey to uncover cell’s
secrets for the benefit of human health”, 19-20 septembrie 2019, Bucuresti, Romania (poster)

4, Fuior, E.V., Deleanu, M., Voicu, G., Rebleanu, D., Constantinescu, C.A., Safciuc, F, Simionescu, M.,
Calin, M. Preparation and characterization of endothelium-targeted flavonoid-loaded lipid
nanoemulsions— The 36" Annual Scientific Session of the Romanian Society for Cell Biology and the 10th



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28607604/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26981206/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26981206/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31779116/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31779116/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26592248/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26592248/

National Congress with International Participation: 6-9 iunie 2018, Craiova, Romania (poster)- premiul |
la sectiunea POSTERE

5. Fuior, E.V., Voicu, G., Deleanu, M., Rebleanu, D., Constantinescu, C.A., Safciuc, F., Simionescu, M.,
Calin, M. VCAM-1 targeted naringenin-loaded lipid nanoemulsions reduce monocyte adhesion to activated
endothelial cells- International Conference on Nanotechnology and Bioscience, 24-28 septembrie 2018,
Heraklion, Creta, Grecia (NanoBio 2018 Abstract Book, p. 153, WS1-P21)

6. Fuior E.V., Voicu G., Deleanu M., Rebleanu D., Constantinescu C.A., Safciuc F., Simionescu M., Calin
M.— VCAM-1 targeted naringenin-loaded lipid nanoemulsions reduce monocyte adhesion to activated
endothelial cells —“Advances in proteomics and progress in precision medicine”: 24-26 Octombrie 2018,
Bucuresti, Romania (poster FrPo11, Program Booklet p.14)

LUCRARI PREZENTATE LA MANIFESTARI STIINTIFICE NATIONALE: 1
LUCRARE

Fuior E.V. -Reducerea activarii endoteliului cu ajutorul nanoemulsiilor lipidice incdrcate cu polifenoli,
Scoala de Varda INTERA 3 “Nanoparticule inteligente pentru livrarea directionatd de compusi bioactivi:
preparare, caracterizare, aplicatii” 23-24 mai 2019, Bucuresti (prezentare orala)

BURSE OBTINUTE PE DURATA PROGRAMULUI DOCTORAL: 1 (BURSA
DOCTORALA DE LA ACADEMIA ROMANA)

PREMII : 2

Fuior, E.V., Deleanu, M., Voicu, G., Rebleanu, D., Constantinescu, C.A., Safciuc, F, Simionescu, M., Calin,
M. Preparation and characterization of endothelium-targeted flavonoid-loaded lipid nanoemulsions— The
36™ Annual Scientific Session of the Romanian Society for Cell Biology and the 10th National Congress
with International Participation: 6-9 iunie 2018, Craiova, Romania (poster)- premiul | la sectiunea
POSTERE

Fuior, E.V., Deleanu, M., Constantinescu, C.A., Rebleanu, D., Voicu, G., Simionescu, M., Calin, M. 2019.
Functional Role of VCAM- 1 Targeted Flavonoid-Loaded Lipid Nanoemulsions in Reducing Endothelium
Inflammation. Pharmaceutics, 11(8):391. doi:10.3390/ pharmaceutics11080391 (Factor de impact 4,77)-
premiu UEFICDI-Premierea rezultatelor cercetarii PRECISI 2019.

FINANTAREA CERCETARILOR:

Proiect INTERAS: “Nanobioparticule inteligente concepute pentru vectorizarea compusilor
bioactivi in terapia inflamatiei vasculare” in cadrul proiectului complex “Terapii inteligente
pentru boli non-comunicabile, bazate pe eliberarea controlata de compusi farmacologici din celule
incapsulate dupa manipulare genetica sau bionanoparticule vectorizate”, PN-111-P1-1.2-PCCDI-
2017-0697/ Contract UEFISCDI nr. 13PCCD1/2018 Director: Dr. Manuela Calin



