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Abstract: În această lucrare sunt identificate mecanizmele de interacţiune a celulelor vii cu 

nanoparticulele de GaN. Viabilitatea celulară, precum şi proliferarea şi migrarea celuelor endoteliale pe 

suprafeţe funcţionalizate cu nanoparticule de GaN au fost investigate. Rezultatele obţinute demonstrează 
potenţialul aplicativ al nanoparticulelor în baza materialelor semiconductoare biocompatibile în domeniul 
ingineriei vasculare şi a ingineriei tisulare în general. 
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Introducere: Dezvoltarea de noi "smart-materiale" multifuncţionale şi hibride pentru aplicaţii 

biologice şi medicale este de o importanţă majoră la momentul actual [1]. Cercetarea biomaterialelor este 
strâns legată de dezvoltarea senzorilor chimici/biochimici, hidrogeluri, membrane şi organe artificiale, 
distribuirea medicamentelor, etc. Natura furnizează numeroase exemple de materiale biomimetice sub formă 
de compuşi organici – anorganici, cum ar fi oase, dinţi, muşchi. Având ca bază exemplele vii, noi materiale 
biologice inovative pot fi proiectate prin auto-organizare sau structurare directă. Regenerarea ţesuturilor 
naturale [2], accelerarea sau întârzierea proceselor biologice şi biochimice, precum şi manipularea celulelor 
individuale sunt câteva din cele mai abordate probleme în domeniul ingineriei biomedicale [3]. Sistemele 
bazate pe nanoparticule sunt cea mai buna alegere pentru aplicaţiile biomedicale, nu numai datorită 
dimensiunilor lor (de la 1 la 100 nm), dar şi datorită reactivităţii crescute la doze mici, care derivă din 
concentraţia mare de molecule active la suprafaţă, limitate într-un volum mic. 

Aproape toate  aplicaţiile biomedicale actuale şi viitoare implică transportul intravascular de 
nanoparticule, deoarece sângele este cel mai bun transportator pentru nanoparticule şi clusterele lor [4]. 
Prima barieră până la penetrarea ţesutului după aplicarea intravasculară a nanoparticulelor sunt celule 
endoteliale - monostrat de celule pe suprafaţa interioară a vaselor de sânge, care formează interfaţa dintre 
sângele circulant în lumen şi restul peretelui vascular. Funcţia principală a celulelor endoteliale este de a 
asigura o barieră între sânge şi restul ţesuturilor corpului. Acţionând asupra funcţionalităţii celulelor 
endoteliale pot fi afectate nu numai vasele sanguine existente, ci şi capacitatea celulară în formarea de noi 
vase de sânge, numit angiogeneză. Angiogeneza este un proces fundamental prin care se formează noi vase 
de sânge. Fiind un proces vital la creşterea şi dezvoltarea unui organism viu, angiogeneza are un rol 
important în procesul de vindecare a rănilor, unde vase noi de sânge sunt formate din vase pre-existente [10]. 
Manipularea angiogenezei ar putea avea ca rezultat, de asemenea, într-o inhibare a dezvoltării vaselor 
sanguine. Se speră ca, prin blocarea formarea de noi vase ar putea fi posibil de a bloca dezvoltarea tumorilor 
canceroase. Țesutul canceros este dependent de aprovizionarea cu sânge la fel ca orice ţesut normal, iar 
aceasta a condus la un interes deosebit asupra celulelor endoteliale şi manipularea funcţională a 
comportamentului celular. Multe studii au fost deja efectuate, în scopul de a manipula cu funcţionalitatea 
celulelor endoteliale, folosind nanoparticule acoperite cu peptide, iar rezultatul final a fost mai degrabă 
ghidat de surfactantul nanoparticulelor decât nanoparticulele în sine. GaN, datorită inerţiei sale chimice, ar 
putea fi un candidat bun, ţinând cont mai ales de proprietăţile piezoelectrice ale materialului, ce ar deschide 
posibilitatea de a transmite un semnal electric la celule (în scopul de a activa receptorii celulari) printr-o 
simplă activare a nanoparticulelor din exterior, folosind spre exemplu ultrasunetul.  

In acest studiu celulele endoteliale porcine au fost investigate în contact direct cu nanoparticulele de 
nitrură de galiu. Printre caracteristicile remarcabile ale acestui material, se poate menţiona proprietăţile 
piezoelectrice, stabilitatea termică ridicată, stabilitatea la radiaţii şi inerţie chimică excelentă, care fac 
materialul promiţător pentru aplicațiile biomedicale [5-7]. Există, totuşi, cunoştinţe limitate despre 
biocompatibilitatea GaN nanostructurat şi impactul nanoparticulelor de GaN asupra celulelor vii. 

Patrea experimentală 
Prepararea nanoparticule de GaN. Straturi subţiri de GaN au fost crescute pe nanoparticule de ZnO 

prin epitaxia din faza hidridă de vapori (HVPE). Galiu metalic, amoniacul (NH3) gaz, acidul clorhidric (HCl) 
gaz şi hidrogenul (H2) au fost utilizate ca materii prime şi gaze de transport. 
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In zona sursă – I, GaCl3 sa format ca urmare a reacţiilor chimice între HCI gazos şi Ga lichid. GaCl3 şi 
NH3 reacţionează în zona de reacţie I, unde la începutul temperatura a fost menţinută la 600 °C timp de 10 
min pentru a iniţia formarea germenilor de GaN pe suprafaţa nanoparticulelor de ZnO şi apoi a crescut până 
la 800 ºC timp de încă 10 min pentru a creşte un strat GaN pe nanoparticulele de ZnO. Reţineţi că, la 800 ºC, 
împreună cu creşterea GaN, nucleul de ZnO se descompune din cauza fluxului de hidrogen în camera de 
reacţie. În procesul de creştere a GaN, debitele de HCl, NH3 şi H2 au fost egale cu 15 SML/min, 500 
SML/min şi 3600 SML/min, respectiv. Nanomaterialul rezultat a fost utilizat în cultură cu celulele 
endoteliale de origine porcină.  
Figura 1 ilustrează imagini TEM ale nanoparticulelor de GaN după procesul de creştere.  

 

 
             Figura 1. Imagini TEM a nanoparticulelor de GaN (a) şi HRTEM de la o singura 

particulă de GaN pe ZnO prezentată în (b) 
 

Izolarea celulelor endoteliale şi cultivarea lor. Celulele endoteliale aortice porcine au fost izolate 
prin răzuirea celulelor din aortă în condiții sterile [8-9]. Celulele au fost cultivate în mediu de cultură celulară 
EGM-2 (Lonza) în cutii de cultură şi incubate într-un incubator standard la 37 °C şi 5% CO2. Toate 
experimentele au fost efectuate cu celule cu vârsta cuprinsă între pasajarea 5 şi 9. În continuare a fost testată 
interacțiunea celulelor endoteliale (12500 celule/cm2) pe partea de sus a unei suprafețe ficționalizate cu 
nanoparticule de GaN. Nanoparticulele au fost fixate pe partea de sus a suprafeţei substratului, în 
concentraţia de 0,5 µg/cm2, 5 µg/cm2, 50 µg/cm2 şi 250 µg/cm2, utilizând aceeaşi cantitate de mediu de 
cultură. 

Funcţionalizarea suprafeţelor cu nanoparticule GaN. Silicon biocompatibil neaderent pentru celule 
(Rema®Sil) a fost utilizat pentru procesul de fixare al nanoparticulelor. Iniţial, cele două componente ale 
siliconului s-au amestecat într-un raport de 1:1; amestecul a fost răspândit în mod egal pe suprafaţa de sticlă 
prin centrifugare la 300g. Imediat după acoperire, nanoparticulele suspendate în apă deionizată s-au adăugat 
pe partea de sus a sticlei acoperite cu silicon. Apa a fost evaporată în timp de 24 ore la 60 °C, apoi probele au 
fost sterilizate la 180 °C timp de 4 ore. Înainte de implantarea celulelor probele au fost spălate cu apă 
deionizată pentru a îndepărta nanoparticulele neataşate. 

 
Figura 2. Schematica procesului de funcţionalizare a suprafeţelor 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 prezintă schematic conceptul procesului de funcţionalizare a suprafeţei de sticlă cu nanoparticule. 
Densitatea nanoparticulelor pe partea de sus a stratului de silicon continuu variază de la 0.5 pentru a 250 
µg/cm2. Aceeaşi cantitate de celule endoteliale (12500 celule/cm2), pasajul 7, a fost incubate pe partea de sus 
a suprafeţei de sticlă funcţionalizată (cu diametrul de 12 mm), plasate în cutii cu 24 de godeuri şi incubate 
într-un incubator standard. Celulele incubate pe sticle curate au fost utilizate ca control negativ, în timp ce 
drept control pozitiv am folosit sticluţe acoperite cu Rema®Sil, un silicon biocompatibil pe care celulele nu 
aderă. Celulele au fost incubate timp de trei zile în mediu EGM-2. In timpul procesului de incubare, s-au luat 
imagini optice la fiecare 15 min timp de 24 de ore de la aceeaşi locaţie. S-a observat o bună aderenţă a 
celulelor pe suprafeţele cu densitate mare de nanoparticule, migrarea activă a celulelor a fost observată pe 
probele cu o densitate scăzută a nanoparticulelor şi nu au existat celule aderente pe suprafaţele de silicon. 

După ce grupul de control negativ (celule cultivate pe suprafeţe de sticlă curată) a atins 100% din 
confluenţă, experimentul a fost oprit, iar celulele au fost numărate utilizând protocolul descris mai sus. În 
figura 3 şi 4 putem vedea numărul de celule după trei zile de incubare pe suprafete functionalizate cu 
nanoparticule de GaN normalizat la numarul de celule cultivate pe sticlă curată (control negativ).  
 

 
 

Figura 3. Imaginea celulelor endoteliale după 3 zile de cultivare pe suprafeţe funcţionalizate cu nanoparticule 
de GaN 

 
Numărarea celulelor. Pentru o analiză statistică a fost necesar să se stabilească o metodă de 

cuantificare a celulelor după rularea experimentului. Iniţial, celulele au fost fixate în 4% paraformaldehidă 
timp de 10 min, apoi se marchează cu DAPI (1: 7500 diluat în PBS) timp de încă 10 min. Trei imagini 
aleatorii au fost luate de la fiecare probă cu o cameră de înaltă rezoluţie instalată pe un microscop optic 
(Zeiss). Utilizând software-ul DotCount v1.213 a fost calculat numărul total de celule.  

 
Figura 4. Numărul de celule endoteliale cultivate pe suprafeţe funcţionalizate cu nanoparticule de GaN 

 
Conform măsurătorilor EDX (Energy Dispersive X-Rays analiză) de GaN NP, sa constatat că 

aproximativ 1% din ZnO rămâne după tratamentul termic al materialului în flux de hidrogen şi nu a fost 
posibil să-l elimina complet chiar şi la temperaturi mai ridicate pentru mai mult timp în fluxul de hidrogen. 
Eliberarea de Zn toxic din GaN NP poate fi exclusă. Conform analizei chimice ale mediului după celulele 
incubare cu nanoparticule o concentraţie foarte scăzută de Zn a fost găsită în probele de nanoparticule GaN, 
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ce sugerează o stabilitate chimică ridicată a compusului rezultant. Cu toate acestea, activitatea celulară este 
influenţată treptat prin creşterea concentraţiei de nanoparticule de GaN în mediul de cultură al celulelor vii. 

 
Concluzii:  
Am observat că celulele endoteliale ataşează cu uşurinţă pe suprafeţele funcţionalizate cu 

nanoparticule de GaN, fără a fi influenţate de concentraţia ridicată a nanoparticulelor pe Rema®Sil silicon, 
iar o cantitate foarte mică de celule au fost gasite pe suprafaţa de silicon curată (proba utilizată în calitate de 
control pozitiv) după trei zile de cultivare, în timp ce un număr tot mai mare de celule ataşate s-au observat 
pe suprafeţele funcţionalizate cu nanoparticule. Numărul de celule ataşate creşte atunci când densitatea de 
nanoparticule imobilizate pe partea de sus a siliconului creşte. Semne de toxicitate din partea substratului nu 
au fost remarcate.  
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