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Abstract: In aceastid lucrare sunt identificate mecanizmele de interactiune a celulelor vii cu
nanoparticulele de GaN. Viabilitatea celulard, precum si proliferarea si migrarea celuelor endoteliale pe
suprafete functionalizate cu nanoparticule de GaN au fost investigate. Rezultatele obtinute demonstreazi
potentialul aplicativ al nanoparticulelor in baza materialelor semiconductoare biocompatibile in domeniul
ingineriei vasculare i a ingineriei tisulare in general.
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Introducere: Dezvoltarea de noi "smart-materiale” multifunctionale si hibride pentru aplicatii
biologice si medicale este de o importanta majord la momentul actual [1]. Cercetarea biomaterialelor este
strans legatd de dezvoltarea senzorilor chimici/biochimici, hidrogeluri, membrane si organe artificiale,
distribuirea medicamentelor, etc. Natura furnizeaza numeroase exemple de materiale biomimetice sub forma
de compusi organici — anorganici, cum ar fi oase, dinti, muschi. Avand ca baza exemplele vii, noi materiale
biologice inovative pot fi proiectate prin auto-organizare sau structurare directd. Regenerarea tesuturilor
naturale [2], accelerarea sau intarzierea proceselor biologice si biochimice, precum si manipularea celulelor
individuale sunt cateva din cele mai abordate probleme in domeniul ingineriei biomedicale [3]. Sistemele
bazate pe nanoparticule sunt cea mai buna alegere pentru aplicatiile biomedicale, nu numai datorita
dimensiunilor lor (de la 1 la 100 nm), dar si datoritd reactivitatii crescute la doze mici, care deriva din
concentratia mare de molecule active la suprafata, limitate intr-un volum mic.

Aproape toate aplicatiile biomedicale actuale si viitoare implicd transportul intravascular de
nanoparticule, deoarece sangele este cel mai bun transportator pentru nanoparticule si clusterele lor [4].
Prima bariera pand la penetrarea tesutului dupa aplicarea intravasculard a nanoparticulelor sunt celule
endoteliale - monostrat de celule pe suprafata interioara a vaselor de sange, care formeaza interfata dintre
sangele circulant in lumen si restul peretelui vascular. Functia principald a celulelor endoteliale este de a
asigura o barierd intre sange si restul tesuturilor corpului. Actionand asupra functionalitatii celulelor
endoteliale pot fi afectate nu numai vasele sanguine existente, ci §i capacitatea celulard in formarea de noi
vase de sdnge, numit angiogenezd. Angiogeneza este un proces fundamental prin care se formeaza noi vase
de sdnge. Fiind un proces vital la cresterea si dezvoltarea unui organism viu, angiogeneza are un rol
important 1n procesul de vindecare a ranilor, unde vase noi de sange sunt formate din vase pre-existente [10].
Manipularea angiogenezei ar putea avea ca rezultat, de asemenea, intr-o inhibare a dezvoltarii vaselor
sanguine. Se sperd ca, prin blocarea formarea de noi vase ar putea fi posibil de a bloca dezvoltarea tumorilor
canceroase. Tesutul canceros este dependent de aprovizionarea cu sange la fel ca orice tesut normal, iar
aceasta a condus la un interes deosebit asupra celulelor endoteliale si manipularea functionala a
comportamentului celular. Multe studii au fost deja efectuate, in scopul de a manipula cu functionalitatea
celulelor endoteliale, folosind nanoparticule acoperite cu peptide, iar rezultatul final a fost mai degraba
ghidat de surfactantul nanoparticulelor decat nanoparticulele in sine. GaN, datoritd inertiei sale chimice, ar
putea fi un candidat bun, tinand cont mai ales de proprietitile piezoelectrice ale materialului, ce ar deschide
posibilitatea de a transmite un semnal electric la celule (in scopul de a activa receptorii celulari) printr-o
simpla activare a nanoparticulelor din exterior, folosind spre exemplu ultrasunetul.

In acest studiu celulele endoteliale porcine au fost investigate in contact direct cu nanoparticulele de
nitrurd de galiu. Printre caracteristicile remarcabile ale acestui material, se poate mentiona proprietatile
piezoelectrice, stabilitatea termicd ridicatd, stabilitatea la radiatii si inertie chimicd excelentd, care fac
materialul promititor pentru aplicatiile biomedicale [5-7]. Existd, totusi, cunostinte limitate despre
biocompatibilitatea GaN nanostructurat si impactul nanoparticulelor de GaN asupra celulelor vii.

Patrea experimentala

Prepararea nanoparticule de GaN. Straturi subtiri de GaN au fost crescute pe nanoparticule de ZnO
prin epitaxia din faza hidrida de vapori (HVPE). Galiu metalic, amoniacul (NH3) gaz, acidul clorhidric (HCI)
gaz si hidrogenul (H») au fost utilizate ca materii prime si gaze de transport.
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In zona sursa — I, GaCl; sa format ca urmare a reactiilor chimice intre HCI gazos si Ga lichid. GaCls si
NH3 reactioneaza in zona de reactie I, unde la inceputul temperatura a fost mentinuta la 600 °C timp de 10
min pentru a initia formarea germenilor de GaN pe suprafata nanoparticulelor de ZnO si apoi a crescut pana
la 800 °C timp de inca 10 min pentru a creste un strat GaN pe nanoparticulele de ZnO. Retineti ca, la 800 °C,
impreund cu cresterea GaN, nucleul de ZnO se descompune din cauza fluxului de hidrogen in camera de
reactie. In procesul de crestere a GaN, debitele de HCI, NH; si H, au fost egale cu 15 SML/min, 500
SML/min si 3600 SML/min, respectiv. Nanomaterialul rezultat a fost utilizat in culturd cu celulele
endoteliale de origine porcina.
Figura 1 ilustreaza imagini TEM ale nanoparticulelor de GaN dupa procesul de crestere.

Figura 1. Imagini TEM a nanoparticulelbr de GaN (a) st HRTEM de la o singura
particuld de GaN pe ZnO prezentata in (b)

Izolarea celulelor endoteliale si cultivarea lor. Celulele endoteliale aortice porcine au fost izolate
prin razuirea celulelor din aorta in conditii sterile [8-9]. Celulele au fost cultivate in mediu de cultura celulara
EGM-2 (Lonza) in cutii de culturd si incubate intr-un incubator standard la 37 °C si 5% CO,. Toate
experimentele au fost efectuate cu celule cu varsta cuprinsi intre pasajarea 5 si 9. In continuare a fost testata
interactiunea celulelor endoteliale (12500 celule/cm?) pe partea de sus a unei suprafete fictionalizate cu
nanoparticule de GaN. Nanoparticulele au fost fixate pe partea de sus a suprafetei substratului, in
concentratia de 0,5 pg/cm?, 5 ug/cm?, 50 pg/em?® si 250 pg/cm?, utilizdnd aceeasi cantitate de mediu de
cultura.

Functionalizarea suprafetelor cu nanoparticule GaN. Silicon biocompatibil neaderent pentru celule
(Rema®Sil) a fost utilizat pentru procesul de fixare al nanoparticulelor. Initial, cele doud componente ale
siliconului s-au amestecat intr-un raport de 1:1; amestecul a fost raspandit in mod egal pe suprafata de sticla
prin centrifugare la 300g. Imediat dupa acoperire, nanoparticulele suspendate in apa deionizata s-au adaugat
pe partea de sus a sticlei acoperite cu silicon. Apa a fost evaporata In timp de 24 ore la 60 °C, apoi probele au
fost sterilizate la 180 °C timp de 4 ore. Inainte de implantarea celulelor probele au fost spilate cu apa
deionizata pentru a indeparta nanoparticulele neatasate.
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Figura 2. Schematica procesului de functionalizare a suprafetelor cu nanoparticule semiconductoare
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GaN NP ce au fost fixate pe partea de sus a siliconului biocompatibil, non-aderent pentru celulele vii.
Figura 2 prezintd schematic conceptul procesului de functionalizare a suprafetei de sticla cu nanoparticule.
Densitatea nanoparticulelor pe partea de sus a stratului de silicon continuu variaza de la 0.5 pentru a 250
ug/cm?. Aceeasi cantitate de celule endoteliale (12500 celule/cm?), pasajul 7, a fost incubate pe partea de sus
a suprafetei de sticla functionalizata (cu diametrul de 12 mm), plasate in cutii cu 24 de godeuri si incubate
intr-un incubator standard. Celulele incubate pe sticle curate au fost utilizate ca control negativ, in timp ce
drept control pozitiv am folosit sticlute acoperite cu Rema®Sil, un silicon biocompatibil pe care celulele nu
adera. Celulele au fost incubate timp de trei zile in mediu EGM-2. In timpul procesului de incubare, s-au luat
imagini optice la fiecare 15 min timp de 24 de ore de la aceeasi locatie. S-a observat o buna aderenta a
celulelor pe suprafetele cu densitate mare de nanoparticule, migrarea activa a celulelor a fost observata pe
probele cu o densitate scazuta a nanoparticulelor si nu au existat celule aderente pe suprafatele de silicon.

Dupa ce grupul de control negativ (celule cultivate pe suprafete de sticla curatd) a atins 100% din
confluentd, experimentul a fost oprit, iar celulele au fost numdrate utilizind protocolul descris mai sus. in
figura 3 si 4 putem vedea numarul de celule dupa trei zile de incubare pe suprafete functionalizate cu
nanoparticule de GaN normalizat la numarul de celule cultivate pe sticld curata (control negativ).

Figura 3. Imaginea celulelor endoteliale dupa 3 zile de cultivare pe suprafete functionalizate cu nanoparticule
de GaN

Numararea celulelor. Pentru o analiza statisticd a fost necesar sa se stabileascd o metoda de
cuantificare a celulelor dupa rularea experimentului. Initial, celulele au fost fixate in 4% paraformaldehida
timp de 10 min, apoi se marcheazd cu DAPI (1: 7500 diluat in PBS) timp de incd 10 min. Trei imagini
aleatorii au fost luate de la fiecare proba cu o camerd de inaltd rezolutie instalatd pe un microscop optic
(Zeiss). Utilizand software-ul DotCount v1.213 a fost calculat numarul total de celule.

1 | I

08 S

0.6

0.4

02 -

1 N N N
0 05 5 = 50 2

Concentration (ug/cm?)
Figura 4. Numarul de celule endoteliale cultivate pe suprafete functionalizate cu nanoparticule de GaN
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Conform masuratorilor EDX (Energy Dispersive X-Rays analizd) de GaN NP, sa constatat ca
aproximativ 1% din ZnO ramane dupa tratamentul termic al materialului in flux de hidrogen si nu a fost
posibil sa-1 elimina complet chiar si la temperaturi mai ridicate pentru mai mult timp in fluxul de hidrogen.
Eliberarea de Zn toxic din GaN NP poate fi exclusd. Conform analizei chimice ale mediului dupa celulele
incubare cu nanoparticule o concentratie foarte scazuta de Zn a fost gésita in probele de nanoparticule GaN,
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ce sugereaza o stabilitate chimica ridicata a compusului rezultant. Cu toate acestea, activitatea celulara este
influentata treptat prin cresterea concentratiei de nanoparticule de GaN in mediul de cultura al celulelor vii.

Concluzii:

Am observat cad celulele endoteliale ataseazd cu usurintd pe suprafetele functionalizate cu
nanoparticule de GaN, fara a fi influentate de concentratia ridicata a nanoparticulelor pe Rema®Sil silicon,
iar o cantitate foarte mica de celule au fost gasite pe suprafata de silicon curata (proba utilizata in calitate de
control pozitiv) dupa trei zile de cultivare, in timp ce un numar tot mai mare de celule atasate s-au observat
pe suprafetele functionalizate cu nanoparticule. Numarul de celule atasate creste atunci cand densitatea de
nanoparticule imobilizate pe partea de sus a siliconului creste. Semne de toxicitate din partea substratului nu
au fost remarcate.
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