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INTRODUCERE

In acest articol vor fi prezentate rezultatele
interactiunii nanoparticulelor in baza materialelor
semiconductoare, cum ar fi nitrura de galiu — GaN,
oxidul de zinc — ZnO si Fe;O4Zn cu celulele vii.
GaN este un material semiconductor utilizat pe larg
in optoelectronici si 1n electronica de putere.
Stabilitatea chimicd a materialului, GaN, este
factorul principal ce determind biocompatiibilitatea
acestuia [1,2]. Materialul este atractiv pentru
aplicatiile biomedicale datorita efectului
piezoelectric, care la dimensiuni nanometrice este
mai pronuntat decat in materialul masiv [3,4].
Ingineria biomedicala, in special cea tisulard este un
domeniu nou, dar cu un potential vast in domeniul
dezvoltarii  organelor artificiale si cel al
tratamentului directionat. In aceastd lucrare vor fi
abordate aspecte precum viabilitatea celulelor
incubate in medii suplimentate cu diferite tipuri de
nanoparticule si infuenta de la distantd asupra
celulelor vii prin intermediul cdmpului magnetic
(ghidarea celulelor vii marcate cu nanoparticule).

1. OBTINEREA SI CARACTERIZAREA
NANOPARTICULELOR

Nanoparticulele in baza GaN au fost obtinute
la cresterea prin metoda HVPE (Hydride Vapour
Phase Epitaxy) dupd cum a fost descris anterior
[5,6]. Prepararea nanoparticulelor de GaN include
cateva etape. Initial pe un strat subtire de
nanoparticule de ZnO sau Fe;O4Zn cu dimensiunile
mai mici de 50 nm sunt crescute straturi subtiri de
GaN prin epitaxia din faza hidrida de wvapori.
Ulterior stratul de ZnO este descompus, astfel
materialul obtinut are forma mnanopatriculelor
initiale, dar compozitia chimica diferita. in reactor,
la temperatura ridicatd la prima etapid se formeaza
GaCl; ca urmare a reactiilor chimice intre HCI
gazos si Ga lichid. Apoi, GaCl; si NH; reactioneaza
in zona de reactie, unde la inceputul procesului
temperatura este mentinuta la 600°C timp de 10 min
pentru a initia formarea germenilor de GaN pe
suprafata nanoparticulelor de ZnO sau Fe;O4Zn si

apoi ridicatd pand la 800°C timp de incd 10 min
pentru a creste un strat de GaN pe nanoparticulele
de ZnO sau Fe,O4Zn. La 800°C, impreund cu
cresterea GaN, nucleul de ZnO se descompune
datorita fluxului de hidrogen din camera de reactie.

Pentru cresterea GaN 1in calitate de substrat
au fost utilizate doud tipuri de materiale si anume
nanoparticule de ZnO cu dimensiunile mai mici de
50 nm si nanoparticule de Fe;O4Zn cu dimensiunile
mai mici de 100 nm. Datorita faptului ca nitrura de
galiu nu poate fi obtinuta din topiturd prin metode
clasice, pentru cresterea cristalelor este necesara
utilizarea substraturilor in baza altor materiale. De
obicei, pentru cresterea GaN, in calitate de substrat
se utilizeaza safirul, care la randul siu, datoritd
asimetriei mari intre retelele cristaline (~16%) duce
la cresterea unui material imperfect, cu o densitate
mare de dislocatii. Oxidul de zinc este un material
asemdndtor cu nitrura de galiu, avand banda
interzisa largd (~3.4 eV la 300 K), reteaua cristalina
de tip wurzite si o diferentd intre parametrii retelei
cristaline de doar 2.2% [7], astfel, ZnO este un
candidat perfect pentru cresterea GaN. Cresterea
plachetelor de dimensiuni mari nu ar fi posibila
datoritd instabilitatii substratului la temperaturi
ridicate, Tnsd pentru aplicatiile unde este necesar un
strat de sacrificiu, oxidul de zinc este candidatul cel
mai potrivit pentru cresterea GaN. De mentionat ca
in ultimii ani au fost dezvoltate mai multe metode
cost efective de obtinere a celor mai variate tipuri
de nanoarhitecturi in baza ZnO.

In figura 1 este prezentati imaginea SEM a
nanoparticulelor  utilizate in  investigatiile
interactiunii cu celulele vii. Figura 1 (a) prezinta
nanoparticulele initiale de ZnO dimensiunile carora
sunt mai mici de 50 nm, iar in figura 1 (b) sunt
prezentate nanoparticulele de GaN crescute pe
nanoparticulele de ZnO. Dupa procesul de crestere a
unui strat subtire de GaN, miezul nanoparticulelor
de ZnO a fost descompus in flux de hidrogen la
temperatura de 850°C. Compozitia chimicd a
nanomaterialului sintetizat a fost determinatd prin
metoda dispersiei energiei razelor X (EDX -
Energy Dispersive X-ray Analysis). S-a determinat
ca in materialul sintetizat existd o cantitate de oxid
de zinc (~7%), care nu a fost complet inlaturata in
timpul procesului de sinteza. Incercarile ulterioare
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Figura 1. Imaginea SEM a nanoparticulelor de
ZnQO: (a) GaN crescut pe ZnO (b) si GaN crescut pe
nanoparticule de Fe;O4Zn (c).

de inldturare completd a stratului de sacrificiu de
ZnO prin tratarea la temperaturd mai inaltd decat

temperatura de crestere a materialului (~950°C) si
la tratarea suplimentard in flux de hidrogen au
permis reducerea cantitdtii de oxid de zinc In
interiorul nanostructurilor de GaN pana la mai putin
de 1%. In figura 1 (c) este prezentati imaginea SEM
a nanoparticulelor de Fe,OsZn acoperite cu GaN.
Investigatiile EDX dupa cresterea stratului de GaN
au demonstrat micsorarea concentratiei atomice de
Zn si O, totodata, a fost observata cresterea
concentratiei fierului in compusul obtinut, astfel
fiind imbunatatite proprietatile paramagnetice ale
nanoparticulelor. Din imagini se poate observa ca
dimensiunile nanoparticulelor sunt putin mai mari
dupa cresterea stratului de GaN.

2. CULTIVAREA CELULELOR
ENDOTELIALE CU
NANOPARTICULE

Celulele endoteliale de provenientd porcina
au fost incubate impreund cu nanoparticulele
obtinute. La prima etapd a fost identificat gradul de
toxicitate al materialului, pentru ca mai apoi si se
efectueze procesele de stimulare a celulelor de la
distanta sau ghidarea acestora.

Celulele endoteliale de origine porcind au
fost izolate prin rdzuirea celulelor de pe aortd in
conditii sterile dupa cum este descris in [8].
Celulele au fost cultivate iIn mediu de cultura
celulara EGM-2 (Lonza) si incubate intr-un
incubator standard la 37°C si 5% CO,. Toate
experimentele au fost efectuate cu celule cu varsta
cuprinsa intre pasajul 5 si 9. Inainte de efectuarea
experimentelor celulele au fost marcate fluorescent
prin transductie lentivirald [9], astfel incat emisia
fluorofora sa fie In domeniul spectral verde.

Celulele endoteliale porcine au fost incubate
timp de trei zile cu diferite concentratii de
nanoparticule de GaN (10 pg/ml, 50 pg/ml si 100
pg/ml). Nanoparticulele de GaN crescute pe ZnO
sau pe Fe,OsZn, suspendate in mediu de cultura
celulari EGM™.-2 au fost incubate cu celulele
endoteliale (25000 celule/godeu in 1 ml de mediu)
timp de trei zile in cutii de crestere celulard cu 24 de
godeuri Intr-un incubator standard la 37°C si 5%
CO2. Aceleasi concentratii de nanoparticule de ZnO
pur de aceleasi dimensiuni ca §i nanoparticulele de
GaN, servesc drept control pozitiv, iar celulele
incubate in mediu fard nanoparticule - control
negativ. In figura 2 este prezentat numirul de celule
dupa trei zile de incubare cu diferite concentratii de
nanoparticule de GaN si ZnO.

Celulele au fost numarate cu ajutorul softului
DotCount v.1.2, fiind selectate trei campuri de
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vedere distincte pentru fiecare godeu. Pentru
vizualizare, nucleele celulelor au fost marcate cu
DAPI dupa fixarea prealabild cu solutie de 2% de
paraformaldehida.

Din figura 2 se observa ca nanoparticulele de
ZnO au un efect citotoxic evident la concentratii
mai mari de 50 pg/ml. Toxicitatea nanoparticulelor
de ZnO se datoreaza instabilitdtii chimice a
materialului si cresterii concentratiei ionilor de
Zn**, ca urmare a dizolvirii acestuia in mediul de
cultura. Celulele incubate cu nanoparticule de GaN
isi continud procesele de proliferare chiar si la
cresterea concentratiei nanoparticulelor in mediul
de cultura al celulelor incubate.
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Figura 2. Numarul mediu de celule intr-un camp de
vedere la incubarea cu diferite cantitati de
nanoparticule de GaN si ZnO.

Nanoparticulele de Fe;O4Zn sunt cu mult mai
putin toxice la interactiunea cu celulele endoteliale
decdt nanoparticulele de ZnO. In urma
investigatiilor efectuate, se observd cd materialul
rezultat In urma cresterii stratului de GaN 1in jurul
nanoparticulelor de Fe>OsZn incetineste procesele
de proliferare celularda odatd cu cresterea
concentratiei nanoparticulelor in mediul de cultura.

In figura 3 sunt prezentate imaginile optice
(a) si (b), respectiv imaginea TEM (c) ale celulelor
endoteliale cultivate timp de 3 zile Impreund cu
nanoparticule de GaN si FeOsZn. Figura 3 (a)
prezintd imaginea opticd preluatd cu ajutorul
microscopului cu fluorescentd de la grupul de
control, unde celulele endoteliale au fost incubate
cu mediu de culturd fird careva adaosuri de
nanoparticule. In figura 3 (b) sunt prezentate
celulele endoteliale incubate in mediu de cultura
EGM-2 suplimentat cu 100 pg/ml de nanoparticule
de GaN. La madrirea concentratiei de nanoparticule
in mediul de culturd, activitatea celulelor
endoteliale este perturbatd, proliferarea acestora
fiind incetinitd sau chiar stopatd. Mecanismele
descresterii  numarului de celule la marirea
concentratiei nanoparticulelor libere in mediul de
cultura Inca nu a fost pe deplin inteles. O ipoteza ar
fi ca celulele sunt afectate de catre incarcatura

mecanicd a nanoparticulelor asimilate, astfel
procesul de migratie este 1Incetinit, iar rata de
proliferare este micsorata odata cu marirea cantitatii
de nanoparticule incorporate [10]. Se considera ca
raporul mare al suprafetei nanoparticulelor fata de
volumul lor influenteaza celulele sa genereze specii
reactive de oxigen (ROS - Reactive Oxygen
Species), care au un rol in moartea celulelor la
concentratii ridicate ale nanoparticulelor chiar daca
materialul este biocompatibil si chimic stabil
[11,12].
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Figura 3. Imaginea optica a celulelor endoteliale
dupa 3 zile de incubare in grupul de control: (a) si
in grupul cu nanoparticule in baza GaN (b); (c) —
imaginea TEM a unei sectiuni transversale a
celulelor endoteliale dupd incubarea cu
nanoparticule de GaN.



Interactiunea celulelor vii cu nanostructuri din compusi semiconductori 53

Asimilarea nanoparticulelor de citre celulele
endoteliale a fost observatd si investigatd 1n
dinamicd. Pentru aceasta celulele endoteliale au fost
cultivate timp de 2 zile in mediul de culturd fara
nanoparticule, iar cand stratul de celule de pe
suprafata vasului de culturd a atins 50% din
confluentd, mediul de culturd a fost inlocuit cu
mediu proaspat suplimentat cu nanoparticule in
baza materialelor semiconductoare (ZnO, GaN si
Fe;04Zn). Imediat dupd ce mediul nou a fost
adaugat, au fost efectuate imagini optice ale
celulelor la fiecare 15 min. Din investigatiile
efectuate a fost stabilit ca nanoparticulele libere din
mediul de cultura au fost absorbite de catre celulele
endoteliale la scurt timp dupa precipitarea acestora.
Astfel, in decurs de 2 — 4 ore de la schimbul de
medii, toate nanoparticulele sunt asimilate de catre
celulele endoteliale.

In figura 3 (c) este prezentati imaginea TEM
(microscopia electronicd cu transmisie) de la o
celula endoteliala incubata timp de 24 h in mediu cu
nanoparticule de Fe;OsZn. Pentru efectuarea
madsurdrilor TEM ale celulelor cultivate in mediu cu
nanoparticule a fost realizat urmatorul protocol:

1. Celulele endoteliale se cultiva in cutii de 75
cm’ in decursul unui interval de timp pani cand
stratul de celule are confluenta de ~50%;

2. Se inlocuieste mediul de cultura cu mediu
suplinit cu nanoparticule de Fe,O4Zn sau GaN si se
incubeaza timp de 24 h Intr-un incubator obisnuit la
5% CO, 51 37°C;

3. Se inlocuieste mediul de culturd cu solutie
de 2% de aldehida glutaricd timp de 2 h la
temperatura de 4°C pentru fixarea celulelor, apoi se
clateste de trei ori cu solutie de cacodilat de sodiu
pH=7.2;

4. Solutia de cacodilat este inlocuitd cu
ferocianurd de potasiu de 2,5% si tetraoxid de
ostmiu 1% pentru 1 ord la temperatura camerei;

5. Spalarea si dehidratarea in acetond la
marirea concentratiei de la 30 la 100% 1n 5 trepte
cate zece minute fiecare;

6. Incubarea peste noapte in solutie de acetona
si rasind epoxidica 50:50;

7. Incubarea timp de
epoxidica de 100%;

8. Uscarea timp de 2 zile la temperatura de
60°C;

9. Taierea feliilor subtiri de ~50 nm grosime si
fixarea lor pe suporturile pentru TEM, care constau
dintr-o plasa de Cu acoperiti cu o peliculd
ultrasubtire de carbon.

Analizand figura 3 (c) observim ca
nanoparticulele de Fe;Os4Zn sunt asimilate 1in
interiorul celulei prin Incapsularea lor in vezicule.
In imaginea inserati 1 din figura 3 (c) este
prezentatd o veziculd tipica in care sunt prezente

4-5 ore in rasina

nanopatriculele de Fe,O4Zn si distributia acestora.
Totodata, au fost identificate si nanoparticule libere
in citoplasma (imaginea inserata 2 din figura 3 (c)),
insd cu mult mai putine comparativ cu
nanoparticulele 1incapsulate in vezicule. Careva
semne de penetrare a nanoparticulelor in nucleul
celulelor endoteliale nu au fost observate.

Incapsularea nanoparticulelor in vezicule
prezintd un avantaj in procesul de ghidare al
acestora cu ajutorul campului magnetic, iar in
consecintd obtinem ghidarea celulelor in mediile
lichide de la distanta actionand asupra lor cu campul
magnetic (vezi figura 4).

1 mm
—

Figura 4. (a) Imaginea celulelor endoteliale
marcate cu nanoparticule de Fe;O4Zn si incubate in
lipsa campului magnetic; in (b) este prezentata
distributia celulelor endoteliale marcate cu
nanoparticule de Fe;O.Zn si incubate intr-un
gradient al cdmpului magnetic.
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Primele incercéri de ghidare a celulelor
endoteliale marcate cu nanoparticule cu proprietati
paramagnetice au fost efectuate cu ajutorul
magnetilor permanenti fixati sub cutia unde sunt
cultivate celulele endoteliale. In figura 4 este
prezentata influenta cdmpului magnetic continuu
asupra  celulelor  endoteliale  marcate cu
nanoparticule de Fe;OsZn. Initial celulele au fost
incubate in mediu de culturd fard de nanoparticule
pand la atingerea gradului de confluentd de 50%.
Apoi, mediul de culturd a fost inlocuit cu mediu
suplinit cu nanoparticulele de Fe,O4Zn, pentru 24 h,
timp in care confluenta stratului de celule
endoteliale a ajuns la 100%. Celulele au fost
pasajate prin clitirea cu PBS pentru inlaturararea
reziduurilor de celule moarte sau nanoparticule
neatagate, apoi a urmat detasarea stratului de celule
prin tratarea lor cu enzime TripLE™ si
resuspendarea acestora in mediul de cultura.

Dupa pasajul celulelor marcate cu
nanoparticule de Fe,O4Zn, cutiile cu celule sunt
plasate pe o retea de magneti permanenti ce creeaza
un gradient continuu al campului magnetic. A fost
observat ca in decursul a catorva ore dupa pasajare,
celulele se aranjeaza pe suprafata cutiei de crestere
in conformitate cu distributia cAmpului magnetic.

Pentru a determina daca celulele aderente la
substrat pot fi influentate cu ajutorul campului
magnetic pentru a fi miscate si ghidate spre directia
doritd a fost efectuat urmatorul experiment: dupa
pasajarea  celulelor endoteliale marcate cu
nanoparticule cu proprietiti paramagnetice si
incubarea lor timp de 24 h Intr-un camp magnetic
continuu, a fost modificatd pozitia magnetilor
permanenti cu scopul de a transfera celulele in
timpul proceselor de diviziune sau chiar de a le
detasa de pe suprafata vasului. In figura 5 sunt
prezentate  imaginile  optice ce  confirma
imposibilitatea ghidarii celulelor aderente Ia
substrat cu aceeasi intensitate a campului magnetic
ca si in cazul celulelor libere In mediul de cultura.
Observam céd odatd aranjate pe suprafata cutiei de
cultura, celulele nu mai pot fi miscate cu ajutorul
campului magnetic de aceeasi intensitate ca si in
cazul celulelor libere din mediul de cultura. Astfel,
intensitatea campului magnetic necesara pentru a
ghida o celula ce pluteste in lichid este cu mult mai
mica decat intensitatea campului magnetic necesara
pentru a deplasa o celula care a aderat la substrat.

In rezultat, putem afirma ci este posibild
ghidarea  celulelor endoteliale marcate cu
nanoparticule cu proprietiti paramagnetice. Aceste
rezultate indica posibilitatea utilizarii unei astfel de
metode la ghidarea celulelor marcate prin fluidele
organismului, cum ar fi sangele si directionarea lor
spre regiunile afectate ale organizmului cu scopul

efectudrii tratamentului
detrimentul celei chimie.

pe cale biologicd in

(@) (b)
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Figura 5. (a) Imaginea optica a celulelor
endoteliale dupa 24 h de la pasajarea si incubarea
intr-un cdmp magnetic continuu, (b) imaginea
conceptuald de modificare a directiei campului
magnetic prin migscarea magnetilor permanenti; (c)
inaginea optica a celulelor endoteliale dupa 24 h de
la modificarea pozitiei magnetilor permanenti.

Rezultatele  sunt  promititoare  pentru
aplicatiile ~ privind marcarea  celulelor cu
nanoparticule si  manipularea  ulterioara a

functionalitatii acestora sau ghidarea celulelor in
organism [13]. Marcarea celulelor cu nanoparticule
ar putea fi aplicata la tratarea afectiunilor vasculare,
prin injectarea nanoparticulelor in zone cu
vascularizare ridicatd, cum ar fi afectiuni oculare,
unde accesul direct este foarte anevoios si ar putea
duce la distrugerea tesutului sdnatos provocand
afectiuni ale vazului [14,15]. Terapiile celulare care
cu ajutorul unui cAmp electric sau magnetic exterior
implica ghidarea celulelor endoteliale marcate catre
regiunile vasculare afectate ar putea accelera
procesul de revascularizare prin promovarea
integrarii stratului endotelial. De mentionat faptul
ca fiecare divizie celulard va reduce cu 50%
numarul de nanoparticule incorporate intr-o celula,
actiunea mecanicd a nanoparticulelor de GaN
asupra unei singure celule se va diminua in timp.



Interactiunea celulelor vii cu nanostructuri din compusi semiconductori 55

CONCLUZII

In  rezultatul  investigarii  impactului
nanoparticulelor semiconductoare asupra celulelor
endoteliale s-a stabilit cd activitatea celulelor
endoteliale este influentatd atat de tipul materialului
cat si de concentratia acestuia in mediul de cultura.
Astfel, nanoparticulele de ZnO, (<50 nm) sunt
extrem de toxice la concentratii ce depasesc 50
pg/ml, iar nanoparticulele de GaN crescute pe
substrat de sacrificiu de ZnO sunt tolerate de catre
celulele endoteliale fara a le fi influentatd
proliferarea la concentratii mici si cu incetinirea
proceselor de proliferare celulara la cresterea
concentratiei nanoparticulelor in mediul de cultura.
Nanoparticulele de Fe;OsZn au un grad mediu de
toxicitate atat in faza initiald cat si dupa cresterea
stratului de GaN pe suprafata acestora.

A fost demonstratd posibilitatea ghidarii
celulelor endoteliale prin marcarea prealabild a
acestora cu nanoparticule cu proprietiti magnetice
si plasarea acestora intr-un gradient continuu al
campului magnetic. Cercetarile preliminare au
demonstrat  posibilitatea  ghidarii  celulelor
suspendate Tn mediul de cultura fara a fi influentata
viabilitatea celulelor ca urmare a actiondrii asupra
acestora cu campul magnetic.
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