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1. Scopul si obiectivele propuse spre realizare in cadrul proiectului (pana la 1 pagina).

Scopul proiectului consta in elaborarea tehnologiilor de obtinere a nano-structurilor si a

suprafetelor nano/micro-structurate cu grad controlat de hidrofobie pentru utilizarea in medicina.
Obiectivele propuse spre realizare sunt:

1. Elaborarea tehnologiei de obtinere a nano-arhitecturilor 3D in baza de nitrura de galiu si

oxid de galiu. Impregnarea nano-structurilor in matrici 3D din polimeri flexibili.

2. Obtinerea controlului asupra posibilitdtii de dirijare a unghiului de contact al suprafetelor
elaborate, datoritd schimbarii fractiei de nanoparticule hidrofobe/hidrofile in matricea

polimerica.

3. Studiul biocompatibilitatii nano-micro-structurilor in baza de GaN si Ga,Oj3 (atractibilitatea

suprafetelor pentru celulele vii).

Sarcinile propuse au fost de a obtine nano-microstructuri cu diferite arhitecturi spatiale si
compozitie chimica controlata (GaN, Ga,0Os, etc.). Elaborarea tehnologiei de impregnare a nano- si
microstructurilor in baza materialelor semiconductoare in matricea diferitor tipuri de polimeri si
obtinerea controlului asupra distributiei nanoparticulelor atat la suprafata, cat si in interiorul acestor
structuri. Investigarea modificarii gradului de hidrofobie/hidrofilie al suprafetei structurilor in baza

polimerilor biocompatibili in dependenta de gradul de functionalizare cu nanoparticule.



2. Rezultatele stiintifice obtinute in cadrul proiectului.

2.1. Elaborarea si caracterizarea nano-arhitecturilor 3D in baza de GaN si Ga,Os.

Initial au fost obtinute nanostructurile biocompatibile in baza nitrurii de galiu (GaN), utilizand
metodele elaborate anterior si publicate (T. Braniste et al., “Viability and proliferation of endothelial
cells upon exposure to GaN nanoparticles,” Beilstein J. Nanotechnol., vol. 7, no. 1, pp. 1330-1337,
2016. 2. T. Braniste et al., “Targeting Endothelial Cells with Multifunctional GaN/Fe Nanoparticles,”
Nanoscale Res. Lett., vol. 12, no. 1, p. 486, 2017.) Materialele obtinute au fost caracterizate utilizand
microscopia electronicd de scanare, precum si microscopia electronicd de transmisie, care au
demonstrat calitatea materialului cristalin in bazd de GaN, precum si obtinerea compusilor hibrizi in
baza de GaN/Fe sau GaN/Fe,0s.

Utilizdnd metoda epitaxiei din faza de vapori, au fost depuse straturi subtiri de GaN pe
nanoparticule comerciale in baza de zinc ferrite (ZnFe,QO,), care au fost procurate de la Sigma-Aldrich
(CAS#12063-19-3). Procesul de crestere are loc intr-un reactor orizontal, cu patru zone de control a
temperaturii, unde initial la temperatura de 600°C timp de 10 min are loc depunerea unui strat de
nucleere de GaN urmat de cresterea stratului propriuzis, concomitent cu descompunerea miezului
nanoparticulelor de sacrificiu la temperatura de 850°C. Calitatea inaltad a nanoparticulelor crescute a
fost analizata cu ajutorul microscopiei electronice cu transmisie si este prezentata in figura 1. Din figura
1 (a,) se poate observa ca nanoparticulele initiale din ferit de zinc sunt separate si variaza in marimi de
mai multi nanometri pana la 200 nm. Paternul de difractie a electronilor (SAED), prezentat in figura 1b,
arata reflexii diferite care par a fi legate de particule cu orientari diferite.

Stratul GaN de calitate inaltd crescut prin metoda HVPE pe nanoparticulele de sacrificiu din
ferit de zinc, a fost analizat utilizand microscopia TEM (fig. 1 (c) si (d)). Stratul de sacrificiu consta
dintr-un amestec de ZnFe,O, cu retea cubica, Fe,Oj3 trigonal, si ZnO wurtzit, demonstrat prin analiza
paternului de difractie (Figura 1b). In procesul de crestere din faza hidrida de vapori, la prima etapa, are
loc nucleerea GaN pe regiunile din ZnO hexagonal, iar la urmatoarea etapa de crestere la o temperatura
mai ridicata oxidul de zinc este redus din cauza temperaturii ridicate si a atmosferei corozive. Analiza
dispersiei razelor X (EDX) confirma prezenta elementelor Ga, Fe, N si in anumite regiuni prezenta
oxigenului in cantitati mici. Totodata, este prezentatad alternanta intensitatii Fe si Ga de-a lungul liniei
de scanare indicand formarea stratului de GaN 1in jurul nanoparticulelor in baza de Fe. Calitatea inaltad a
invelisului cristalin de GaN este confirmata de paternul de difractie al electronilor (fig. 1.d), care releva

reteaua cristalind de tip wurtzite.
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Figura 1. Caracterizarea TEM (a, ¢) si SAED (b, d) ale nanoparticulelor initiale de ZnFe,O4 (a) si (b), si

nanoparticulele de GaN rezultate im urma procesului de crestere epitaxiala prin metoda HVPE (c) si (d)

respectiv. Imaginile inserate in (a) si (C) reprezinta spectrele EDX ale nanoparticulelor reprezentative.

Utilizand metoda de crestere epitaxiald a nitrurii de galiu pe strat de sacrificiu de diverse forme
geometrice, anterior am demonstrat obtinerea unei nano-arhitecturi 3D ce constd dintr-o retea
interconectata de microtuburi de GaN goale in interior (I. Tiginyanu, T. Braniste, et al. Nano Energy,
56, 759-769, 2019). Prin oxidarea termica in atmosfera controlatd arhitectura de GaN a fost

transformata in oxid de galiu Ga,Os.

Figura 2. (a) Imaginea fotografica a probelor de ZnO (stanga) si aero-GaN (dreapta) cu evidentierea
modificarii vizuale a culorii materialului in urma cresterii GaN; (b) imaginea SEM a structurii
interconectate de ZnO initial; (c) si (d) reprezinta imaginile SEM ale structurilor de aero-GaN dupa

descompunerea stratului de sacrificiu de ZnO din interiorul microtuburilor.



https://www.sciencedirect.com/science/journal/22112855
https://www.sciencedirect.com/science/journal/22112855/56/supp/C

Trioxidul de galiu (I1) este un compus anorganic cu formula Ga,Osz. Exista mai multe
polimorfe, toate fiind solide albe, insolubile n apa. Aceasta poate aparea in cinci modificari diferite, a,
B, v, 6 si &. Dintre aceste modificari, 3-Ga203 este forma cea mai stabila.

Pentru obtinerea micro-arhitecturilor din oxid de galiu au fost efectuate o serie de experimente
tehnologice de tratament termic al nitrurii de galiu in atmosfera controlata (aer, N, si Oy) la diferite

temperaturi (600°C, 700°C, 800°C, 850°C, 900°C). Timpul de tratament variaza intre 30 min si 3 ore.

Element | Weight Atomic

@ [*

OK 24.80 58.91
ZnK 2.59 151
Ga K 72.61 39.59

Totals 100.00

i

Figura 3. (a) imaginea fotografica care denota modificarea vizuala a culorii comprimatului din GaN

(galben) in Ga,O3 (alb); (b — ¢) Imaginile TEM ale microtuburilor de Ga,0s; (d) Tabelul cu datele
masuratorilor compozitiei chimice utilizand metoda EDX,

Micro-arhitecturile din oxid de galiu au fost caracterizate morfologic si structural utilizand
metode microscopiei electronice (SEM, TEM, EDX). Figura 4 prezinta rezultatele masurarilor XRD pe
probele obtinute in conditii tehnologice diferite. Pentru comparatie s-a utilizat proba initiald in baza de
GaN, unde au fost vizualizate maximele intensitatilor relevante planelor (010), (002), (011) si (012).
Am demonstrat cd tratamentul in atmosferd normald la temperaturi mai mici de 850°C nu asigura
transformarea totald a nitrurii de galiu in oxid de galiu, in rezultat se obtine o faza mixta GaN+Ga;03
(fig.4b). Cresterea temperaturii in procesul tehnologic pana la valoare de 950°C timp de 2 ore permite
transformarea totala a GaN in Ga,Oj3 fapt demonstrate prin masurarile compozitiei chimice (fig.3d) si
prin paternul de difractie a razelor X prezentat in figura 4a. Maximele varfurilor in paternul de difractie

XRD corespund fazei -Ga;0s, care si este cea mai stabild faza a oxidului de galiu.
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Figura 4. Paternul de difractie XRD al probei de Aero-Ga,Os, obtinuta la tratarea la temperatura de
950°C timp de 2h (a), proba in faza intermediara mixta GaN+Ga,O3 obtinuta la tratarea termica a

probei timp de 2h la temperatura de 850°C (b) si proba initiala din GaN (c).

2.2. Generarea structurilor 3D hibride Polymer-Nanoparticule si masurarea unghiului de
contact cu apa.

Pentru elaborarea structurilor hibride in baza de polimeri biocompatibili si nanoparticule a fost
folosita imprimarea 3D (Nobel 1.0 XYZ). Astfel au fost construite arhitecturi la scara milimetrica, in
structura carora au fost impregnate diferite cantititi de nano- si microparticule in baza GaN si Ga;O3. In
procesul de constructie a structurilor hibride a fost utilizat polimerul FLEX-Clear, produs de Nobel-
XYZ, in componenta caruia initial au fost adaugate nanoarhitecturile de GaN (0.1 mg/ml), suspensia
fiind omogenizata atat mecanic, cat si cu ajutorul ultrasunetelor imediat Tnainte de inceperea procesului

de printare stereolitografica.
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Figura 5. Imaginile SEM ale nanoarhitecturilor in baza de GaN initiale (a) si respectiv dupa

impregnarea in cadrul matricei polimerice flexibile cu ajutorul imprimantei 3D (b, c).

Figura 5 prezinta imaginile SEM ale micro-structurilor initiale de Aero-GaN (a), precum si
integrarea acestora 1n matricea polimericdi dupa procesul de printare 3D si impregnare a
nanostructurilor in volumul structurilor (b) sau supa procesul de polimerizare a structurilor in cazul
functionalizarii structurii polimerice cu un strat de nanoparticule partial imbibate la suprafata (C).

Utilizand programe software (Autocad, s.a.) au fost elaborate mai multe modele 3D cum ar fi
valve mecanice, care au fost elaborate utilizand polimer flexibil. Figura 6 prezinta imaginile modelului
3D (fig.6a), precum si exemple de structuri elaborate. In figura 6¢ sunt prezentate structurile elaborate
in bazad de polimer transparent (fig. 6¢ stanga) si structurile in componeta carora au fost incorporate
microarhitecturi din GaN (fig. 6¢ dreapta). Vizual se poate distinge diferenta intre structurile de control

si cele In componenta carora sunt prezente nanoarhitecturile de GaN (culoare galbuie).

7 L L

Figura 6. Modelul 3D utilizat pentru crearea structurilor de 10x10x1 mm?® in bazi de polimer
transparent (a); (b) imagine reprezentativa a structurilor 3D proiectate si elaborate; imaginea (C)
prezintd deosebirea vizuala a structurilor 3D imprimate in baza de polimer pur si polimer imbibat cu

microstructuri din GaN.

Gradul de hidrofobie al structurilor elaborate a fost determinat cu ajutorul instalatiei Kruss
DSA-25. Am stabilit un unghi de contact de aproximativ 90° pentru structurile din grupul de control
(polimer obisnuit, fiard careva adaosuri). Totodatd, unghiul de contact cu apa poate fi marit prin

addaugarea in structura materialului a nanostructurlor din GaN, sau micsorat dacd se adauga
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nanostructuri in baza de Ga203. Hidrofobia microstructurilor in baza de GaN a fost descrisd anterior
(Nano Energy 56, 2019, 759-769), iar datele privind hidrofilia oxidului de galiu sunt in curs de
prelucrare. Imbibarea structurilor cu nano-micro-arhitecturi permite modificarea unghiului de contact
intr-un diapazon de aproximativ 40°. Datorita proprietatilor electrostatice ale nanoparticulelor acestea
pot fi usor ,pulverizate” pe suprafata structurilor imprimate 3D astfel incdt in dependenta de
compozitia nano-suprafetei unghiul de contact cu apa poate fi variat intr-un diapazon mult mai larg,
obtinand suprafete superhidrofile (25° la 100% Ga,0O3) pana la suprafete superhidrofobe cu un unghi de
contact cu apa de peste 150° la acoperirea surafetei cu nanoarhitecturi in baza de GaN. Astfel de
structuri sunt promitatoare pentru utilizarea in calitate de matrice pentru realizarea protezelor vasculare,

sau chiar a partilor de organe artificiale.

(d) Control
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Figura 7. Masurarea unghiului de contact cu apa al suprafetelor printate 3D si functionalizate cu
diverse materiale: (a) imaginea fotografica a unei picaturi de apa peste structura functionalizata
cu microstructuri de GaN si peste o structurd din grupul de control. Imaginile (c), (e) si (g)

reprezintd masurarile unghiului de contact al structurilor din grupul de control, functionalizate cu


https://www.sciencedirect.com/science/journal/22112855
https://www.sciencedirect.com/science/journal/22112855/56/supp/C

microstructuri de GaN si functionalizate cu Ga,Os. In dreapta figurii sunt prezentate imaginile

SEM ale suprafetelor corespunzitoare.

2.3. Testarea biocompatibilitatii nano-micro-arhitecturilor elaborate

In acest capitol, raportim despre viabilitatea si proliferarea celulelor stem mezenchimale dupi
expunerea la diferite tipuri de nanoparticule semiconductoare. Nanoparticulele utilizate pentru teste se
bazeaza pe straturi subtiri GaN cultivate pe nanoparticule comerciale ZnO si ZnFe,O,. Cantitati diferite
de nanoparticule incubate cu celule stem mezenchimale influenteaza activitatea metabolica a celulelor,
care a fost evaluata prin testul MTT. Efectul citotoxic al nanoparticulelor ZnO asupra MSC a fost
demonstrat si niciun efect nociv al celorlalte materiale nu a fost inregistrat.

Celulele stem reprezinta un tip de celule nespecializate care se pot diferentia in diferite tipuri de
celule specializate in anumite conditii fiziologice sau experimentale. Celulele stem mezenchimale sunt
utilizate pe scard largd in terapia celulard cu o ratd de succes diferita. Pentru a creste impactul,
cercetdrile interdisciplinare care implicd utilizarea nanoparticulelor in aplicatii biomedicale, cum ar fi
biosensibilitatea, imagistica sau terapia sunt in desfasurare. Utilizarea nanoparticulelor in aplicatii
medicale este investigatd pe scard largd prin diferite abordari. Nanomedicina este, de asemenea,
orientata catre tratamentul cancerului cu utilizarea celulelor stem ca purtatori de medicamente. Una
dintre problemele reale ale nanomedicinei este evaluarea citotoxicitatii nanoparticulelor si impactul
potential al acestora la nivel celular. Cercetérile noastre anterioare au aratat ca nanoparticulele in baza
de GaN nu afecteaza viabilitatea si proliferarea celulelor endoteliale si pot fi utilizate in scopuri
terapeutice multifunctionale, care includ redistribuirea spatiald a celulelor.

Izolarea, cultura si utilizarea celulelor stem mezenchimale (MSC) de sobolan in activitatile de
cercetare au fost aprobate de Comitetul de Eticd al Universitatii de Stat de Medicind si Farmacie din
Moldova ,,Nicolae Testemitanu” la 18.06.2015. MSC au fost izolate din maduva osoasd a sobolanului
masculin Wistar in varsta de 5 luni. Dupa eutanasia sobolanului, maduva osoasa din oasele tubulare
lungi a fost spalata cu PBS cald (HiMedia, India). Suspensia a fost centrifugata timp de 10 min la 170g,
urmatd de izolarea in mediu de crestere a celulelor stem mezenchimale HiMesoXL (HiMedia, India),
suplimentat cu antibiotice si antimicotice. Incubarea a fost realizata in flacoane de cultura celulara de
25 cm? (Nunc, Danemarca) in conditii standarde 37° C cu 5% CO,. Celulele au fost cultivate in 2
pasaje urmate de crioprezervare de 5x10° celule/ml in FBS (Lonza, Belgia) cu 10% DMSO (OriGen
Biomedical, Germania).

Pentru realizarea experimentului, 5x10°> MSC au fost cultivate in flacoane de cultura de 75 cm?
(Nunc, Danemarca) cu 15 ml mediu DMEM / Ham’s F-12 (Sigma, Marea Britanie) completat cu 10%
FBS (Lonza, Belgia) si solutie antibiotica-antimicotica. Mediul a fost complet schimbat la fiecare 2 zile

pand cand cultura celulara a atins densitatea de 70 — 80% cofluenta. Dupa trypsinizare, celulele au fost
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re-incubate la o densitate de 1x10* celule/ml in plici cu 24 de godeuri (TPP, Elvetia) pentru testul de
viabilitate a celulelor MTT. Suspensia MSC a fost preparata utilizand nanoparticule la o concentratie de
1x10* celule/ml cu fiecare tip de nanoparticule la o concentratie de 50 pg/ml, 25 pg/ml si 10 pg/ml.

Testul MTT a inceput 24 ore dupa ce mediul suplimentat cu nanoparticule a fost adaugat in
cutiile cu 24 de godeuri si a fost efectuat in fiecare zi in perioada de incubatie (n = 3). Mediul de cultura
a fost inlocuit cu 1 ml de 2,5 mg/ml solutie MTT (Sigma, Marea Britanie), urmat de doua ore de
incubare la 37°C, 5% CO,. Dupa incubare, solutia MTT a fost inlocuita cu 1 ml de izopropanol 99,8%
(STANCHEM, Polonia). Placile acoperite cu folie de staniol au fost agitate timp de 15 min la 100 rot /
min (ES-20, Biosan), urmate de cuantificarea schimbarii culorii folosind cititorul de placi (Synergy H1,
BioTek) la 570 nm.

Viabilitatea celulara a fost evaluata dupa formula:

(OD 55, of test nanoparticles)- (ODs,, of blank)
(OD gq0f control) - (OD gy, of blank)

Cell viability (%) = x 100%

Pregatirea celulelor pentru scanarea microscopiei electronice.

Morfologia MSC de sobolan cultivate in prezenta nanoparticulelor expuse campului magnetic a
fost studiatd folosind microscopul electronic VEGA Tescan SEM. Inainte de realizarea imaginii,
celulele au fost fixate in glutaraldehida, deshidratate cu etanol, uscate si acoperite cu un strat subtire de
aur (Au) pentru a evita efectele de incarcare in timpul scanarii la microscopie electronica. Procesul de
fixare a fost facut la 4°C in glutaraldehida de 2,5% timp de 12 ore, urmat de alte 24 de ore intr-o solutie
bufer (NaCl 0,9%). Procesul de deshidratare a implicat incubarea in crestere treptatd a concentratiilor
de etanol de la 30% la 97% la temperatura camerei. IntrucAt am fost mai interesati si vedem
redistribuirea celulelor sub influenta caAmpului magnetic, mai degraba decat integritatea membranei
celulare, procesul de uscare a fost efectuat intr-o atmosferd normalad la temperatura camerei, in
detrimental uscirii la punctul supercritic. Inainte de realizarea imaginilor, probele au fost acoperite cu
un strat de Au utilizind o masind de acoperire automata prin pulverizare in atmosfera rarefiatd
Cressington 108.

Influenta diferitelor tipuri de nanoparticule a fost evaluatd prin incubarea acestora in cantitéti
diferite cu celule vii. Figura 8 prezinta imaginile SEM ale MSC dupa trei zile de incubare cu 50 ug / ml
de diferite tipuri de nanoparticule. Conform imaginilor, se poate observa tendinta celulelor de a colecta
nanoparticulele si grupurile de nanoparticule din mediul de culturad din imediata vecindtate si depunerea
acestora in vezicule. Morfologia celulelor pare sa nu fie afectatd de nanoparticule pe baza de GaN, in
timp ce nu existd celule atasate la probele incubate cu nanoparticule de oxid de zinc, chiar si la

concentratii de pana la 25 ug/ml
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Figura 8. Imagini SEM ale MSC dupa trei zile de incubare cu 50 ug/ml de (a) - ZnO, (b) - GaN,
(c) - ZnFe;04 si (d) - nanoparticule GaN/Fe

Testul MTT confirma faptul cd ZnO devine foarte toxic la concentratii mai mari, in timp ce
celelalte tipuri de nanoparticule sunt acceptate si preluate de MSC. Figura 9 prezinta evolutia dinamica
a activitatii celulelor in timpul procesului de incubare cu diferite concentratii de nanoparticule din
materiale semiconductoare diferite. Se poate observa o tendinta descrescatoare in timp a activitatii
metabolice a celulelor pentru toate nanoparticulele utilizate, iar concentratia de aproximativ 50 pg/ml
de nanoparticule incubate timp de trei zile duce la scaderea activitatii metabolice a celulelor cu

aproximativ 50% in comparatie cu grupul de control.
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Fig. 9. Produsul MTT dupa (a) 24 h, (b) 48 h si (c) 72 h de incubare de celule cu 10, 25 si 50

ug/ml de nanoparticule.

Toxicitatea ridicatd a nanoparticulelor ZnO este atribuitd stabilitdtii chimice slabe a
materialului: concentratia de ioni Zn®" creste in mediul de crestere, ceea ce duce la apoptoza celulelor.
Nanoparticulele GaN cultivate pe nanoparticule ZnO si ZnFe,0, stabilizeaza stratul de oxid ramas si
creste Stabilitatea chimicd a materialului, astfel sunt mai putin toxice pentru celulele vii. Astfel,
activitatea celulelor stem mezenchimale este puternic afectatd de nanoparticule ZnO cu dimensiuni mai
mici de 50 nm la o concentratie mai mare de 25 ug/ml. Nanoparticulele pe baza de GaN nu afecteaza in
mod semnificativ activitatea MSC la concentratii mici, in timp ce la concentratii mai mari (> 50 pg/ml)
activitatea metabolicad a MSC este inhibata de prezenta nanoparticulelor.

In timpul procesului de crestere HVPE, componenta ZnO din nanoparticulele initiale a fost
inlocuita cu GaN care este mai stabil la conditiile corozive la temperaturi de peste 800°C. O cantitate
mare de Fe,O3 a fost, de asemenea, redusa la Fe, ceea ce scade masa totala si intensifica proprietatile
magnetice ale nanoparticulelor rezultate. Avantajul GaN/Fe este ca concentratia scazutd de

nanoparticule (10 pg/ml) este suficienta pentru a transporta celulele si a le rearanja sub influenta
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campului magnetic de intensitate joasa (de pana la 200 uT). Concentratia de 10 ug/ml de nanoparticule
nu afecteaza semnificativ numarul de celule si nici activitatea metabolica a celulelor dupa trei zile de

incubare (Fig. 9).

Figura 10. Distributia MCS incarcate cu nanoparticule GaN/Fe dupa 48 de ore de incubare sub
influenta cdmpului magnetic. (a-c) Imagini SEM, (d-f) imagini optice ale celulelor din regiunea
magnetului, in imediata apropiere si, respectiv, la cativa milimetri distanta fata de magneti. Insertul din

(c) aratd o singura celuld incarcata cu nanoparticule.

Figura 10 arata tendinta MSC incarcata cu nanoparticule GaN / Fe de a se rearanja sub influenta
gradientului de camp magnetic, in timp ce celulele incarcate cu nanoparticule ZnFe,O4 nu a putut fi
influentate in aceleasi conditii experimentale. Pentru a rearanja celulele incarcate cu nanoparticule
initiale de feritd de zinc, a fost necesard o concentratie mai mare de nanoparticule (25 pg/ml), precum si

un camp magnetic mai mare (~1 mT).

—

Figura 11. Distributia neomogena a celuelor endoteliale incarcate cu 25 pg/ml nanoparticule

GaN/Fe sub influenta cdmpului magnetic
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Deoarece concentratia crescanda de nanoparticule in mediul de cultura influenteaza usor rata de
proliferare a MSC, este de dorit sd se mentind concentratia de nanoparticule cat mai mica posibil.
Acoperirea nanoparticulelor pe baza de Fe cu GaN creste stabilitatea chimica a materialului si poate fi
utilizat in testele de lungéd duratd asupra celulelor vii, cee ace nu poate fi realizat cu nanoparticule in
baza de ZnO sau alte materiale cu stabilitate chimicd moderata.

Alaturi de piezoelectricitatea inerentd a GaN, proprietatile magnetice legate de continutul ridicat
de Fe fac ca nanoparticulele sa devind o platformd multifunctionald pentru imagistica, transportul si
terapia celulelor. Urmadrirea celulelor cu nanoparticule magnetice devine mai atractiva, deoarece agentii
de contrast traditionali au un timp de Injumatatire relativ scurt. Stimularea electricad la distantd a
celulelor prin nanoparticule piezoelectrice activate cu camp ecografic poate fi utilizata pentru aplicatii
terapeutice, de ex. inhibarea proliferarii celulelor sau diferentierea directionatd a celulelor. Folosind
nanoparticulele pe baza de GaN/Fe, se pot ghida de la distanta celulele cu nanoparticule si simultan
poate fi efectuata stimularea electrica a acestora.

Testele de biocompatibilitate a structurilor 3D printate cu ajutorul stereolitografiei au
demonstrat toxicitatea produselor din polimerii utilizati pentru imprimanta NobelXYZ. Tratamentul
post-printare cu lumind UV pentru a definitiva procesul de polimerizare, precum si incercarile de a
spala produsele reziduale in urma polimerizarii incomplete nu au sporit semnificativ
biocompatibilitatea structurilor 3D elaborate.

Biocompatibilitatea microarhitecturilor de Ga,O3 a fost testata in raport cu celulele endoteliale
dupa urmatorul protocol:

1. Cantarirea micro-particulelor in alicote cate 1mg;

2. Plasarea materialului in tuburi cu bile ceramice urmate de agitarea mecanica timp de 60s;

3. Sterilizarea nanoparticulelor in autoclava timp de 1 ora la 120°C;

4. Se adauga mediu EGM in tubul cu nano-micro-particule sterile - 1 ml => concentratia este de
1mg/ml;

5. Folosind magina de agitare se omogenizeaza suspensia de nanoparticule timp de 60s;

6. Se iau 30 pl de mediu cu microstructuri si se amesteca cu 3 ml de mediu proaspat — cultivarea
cu celule 1 ml/godeu (placi cu 24 de godeuri) => 10 pg/ml;

7. Se iau 150 pl de mediu cu micro-particule si se amesteca cu 2,85 ml mediu proaspat -
cultivarea cu celule - 1 ml/godeu (placi cu 24 de godeuri) => 50 pg/ml;

8. Se iau 300 pl de mediu cu micro-particule si se amesteca cu 2,7 ml mediu proaspat -
cultivarea cu celule - 1 ml/ godeu (placi cu 24 de godeuri) => 100 pg/ml;

9. Se iau 520 pl de mediu cu micro-particule si se amesteca cu 2,5 ml de mediu proaspat -
cultivarea cu celule 1 ml / godeu (placi cu 24 de godeuri) => 170 pg/ml;

10. Se incubeaza celulele timp de 3 zile (sau pana cand grupul de control - celule fara

nanoparticule - sunt confluente);
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11. Imagini microscopice;

12. Fixarea celulelor cu PFA 2% - 10 min
13. Clatirea cu PBS

14. Adaugarea DAPI - 10 min

15. Inlocuirea DAPI cu PBS

16. Imagini optice.

Figura 12. Imaginile optice ((a)-(e) microscopia cu contrast de faza si (f)-(j) microscopia fluorescenta a
nucleelor celulelor marcate cu DAPI) ale celulelor endoteliale incubate cu diferite cantitati de
microstructuri de Ga,Os: (a) grupul de control; (b) 10ug/ml; (¢) 50ug/ml; (d) 100pg/ml; (¢) 170pg/ml.

In figura 12 sunt prezentate rezultatele interactiunii celuleor endoteliale incubate timp de
trei zile N mediu suplimentat cu diferite cantitati de microparticule din oxid de galiu. Observam
ca odata cu cresterea concentratiei de nanoparticule numarul de celule scade gradual, nsa chiar
si la concentratii de peste 100pg/ml celulele tind sa asimileze toate microstructurile din mediul
de cultura. Astfel putem concluziona ca la fel ca si nitrura de galiu, oxidul de galiu este un
material biocompatibil si poate fi utilizat pentru functionalizarea suprafetelor cu scopul sporirii

gradului de atractibilitate pentru celulele endoteliale.

16



3. Cele mai relevante realizari obtinute in cadrul proiectului (pani la 100 cuvinte).

Au fost obtinute structuri 3D 1n baza de GaN cu proprietati superhidrofobe, unghiul de contact al
acestora cu apa fiind de peste 150°. Totodatd au fost create si structuri in bazd de Ga,0Os, care au
aceeasi formad geometrica insa unghiul de contact cu apa este foarte mic - structuri superhidrofile.
Structurile date au fost incapsulate in polimeri fotosensibili si s-au creat arhitecturi milimetrice cu
ajutorul imprimarii stereolitografice tri-dimensionale. Astfel, s-a demonstrat modificarea unghiului de
contact cu apa a suprafetelor printate in dependenta de gradul de umplere a polimerului cu nanostructuri

in baza de GaN si Ga,0s. S-a demonstrat biocompatibilitatea micro-nanostructurilor de GaN si Ga;Os.
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4. Participarea in programe si proiecte internationale (ORIZONT 2020, COST...), inclusiv
propunerile inaintate/proiecte castigate in cadrul concursurilor nationale/internationale cu

tangenta la tematica proiectului.

1. Participarea la realizarea proiectului international STCU nr. 6222 ,Nanoarhitecturi tri-
dimensionale ierarhice hibride in baza aerogelurilor grafitice si compusilor semiconductori

nanocristalini pentru aplicatii multifunctionale”.

2. Participarea in cadrul proiectului Orizont 2020 NanoMedTwin “Promoting smart specialization
at the Technical University of Moldova by developing the field of Novel Nanomaterials for
BioMedical Applications through excellence in research and twinning”, nr. Grant 810652.

3. Participarea in cadrul proiectului COST CA15107 Multi-Functional Nano-Carbon Composite
Materials Network (MultiComp).

5. Colaboriri stiintifice internationale/nationale.

Pe durata desfasurdrii proiectului au fost consolidate relatiile de colaborare cu Universitatea de
Medicina din or. Hannover, Germania, unde pe parcursul a 3 luni dr. Fiodor Braniste a avut un stagiu
de cercetare la intersectia domeniilor nanotehnologiei si ingineriei celulare. Doctorandul Vladimir
Ciobanu a efectuat un stagiu de cercetare la Centrul Comun de Cercetare al Uniunii Europene, localizat
la Ispra, Italia, unde a investigat interactiunea directd dintre nanoparticulele semiconductoare si
proteine. Doctoranda Irina Plesco a efectuat un stagiu la Universitatea din Kiel, Germania, unde a

investigat proprietatile structurale ale materialelor nanostructurate.

6. Vizite ale cercetatorilor stiintifici din strainatate.

7. Teze de doctorat/postdoctorat sustinute pe parcursul realizarii proiectului.

8. Manifestari stiintifice organizate la nivel national/international.

Membrii echipei au fost implicati la organizarea Scolii de Toamna in domeniul Nanotehnologiei si

Ingineriei Biomedicale, care s-a desfasurat la UTM 1n perioada 14-17 Septembrie 2019.

18



9. Aprecierea activitatii stiintifice promovate la executarea proiectului (premii, medalii,

diplome etc.).

Participarea la Expozitia Internationala Specializatd Infolnvent 2019 si obtinerea premului AGEPI
,,Cel mai bun proiect realizat de tineri” si medalia de aur a Institutului de Fizica Laserilor, Plasmei si

Radiatiilor din Bucuresti, Romania. (https://utm.md/blog/2019/11/20/infoinvent-2019/)

10. Rezumatul raportului cu evidentierea rezultatului, impactului, implementarilor,

recomandarilor.

Proiectul este unul interdisciplinar care uneste o echipa de tineri cercetatori si studenti cu profil
tehnic si medical. In cadrul proiectului au fost obtinute structuri 3D in bazi de GaN cu proprietati
superhidrofobe, unghiul de contact al acestora cu apa fiind de peste 150°. Totodata au fost create si
structuri in baza de GayOs, care au aceeasi formad geometrica insa unghiul de contact cu apa este foarte
mic - structuri superhidrofile. Structurile date au fost incapsulate in polimeri fotosensibili si s-au creat
arhitecturi milimetrice cu ajutorul imprimarii stereolitografice tri-dimensionale. Astfel s-a demonstrat
modificarea unghiului de contact cu apa a suprafetelor printate in dependentd de gradul de umplere a
polimerului cu nanostructuri in baza de GaN si Ga,Os;. S-a demonstrat biocompatibilitatea micro-
nanostructurilor de GaN si Ga,Os, precum si posibilitatile de ghidare a celulelor stem mezenchimale cu
ajutorul nanopartuculelor in baza de GaN/Fe. Rezultatele obtinute vor sta la baza dezvoltarii aplicatiilor
medicale cum ar fi transportul directionat al celulelor sau elaborarea de proteze inteligente care vor

putea fi influentate de la distantd prin intermediul nanostructurilor fixate le suprafata acestora.
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11. Concluzii.

In cadrul proiectului au fost elaborate si caracterizate mai multe tipuri de nanoparticule si
microstructuri, inclusiv nanoparticule magnetice de GaN/ZnFe;O, si micro-arhitecturi tubulare de GaN
si Gap0Os. Structurile obtinute au fost caracterizate utilizind microscopia electronica (SEM, TEM,
EDX), demonstrandu-se astfel calitatea materialului obtinut, precum si compozitia chimica a acestuia.
Utilizarea microarhitecturilor in bazad de GaN si Ga,O; la functionalizarea suprafetelor structurilor
imprimate 3D a demonstrat posibilitatea modificarii unghiului de contact cu apa intr-un diapason larg
(25 — 150°), in dependenta de compozitia materialului atasat suprafetei. Structurile elaborate au fost
testate in raport cu celulele stem mezenchimale si celulele endoteliale cu scopul de a determina gradul
de toxicitate al materialului si posibilitatea obtinerii controlului asupra proceselor de populare a

suprafetelor nanostructurate cu celule vii.
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Anexanr. 1

Volumul total al finantarii (mii lei) (pe ani)

Anul Planificat Executat Cofinantare
2019 165mii lei 165 mii lei 30 mii lei
Lista executorilor (functia in cadrul proiectului, titlul stiintific, semndtura)
Nr Numele/Prenumele Anul Titlul Functia in cadrul Semnitura
d/o nasterii stiintific proiectului
1. | Braniste Fiodor 1989 Doctor | Cercetator
stiintific
2. | Cobzac Vitalie 1986 fara grad | Cercetator
stiintific stagiar
3. | Ciobanu Vladimir 1990 fara grad | Cercetator
stiintific stagiar
4. | Plesco Irina 1992 fara grad | Cercetator
stiintific stagiar
5. | Bodarev Piotr 1997 fara grad | Inginer
6. | Pislaru Ion 1997 fara grad | Inginer
Lista doctoranzilor
N Numele/Prenumele Anulﬂ TItI.UI Functia in cadrul proiectului
d/o nasterii stiintific ’
2. | Cobzac Vitalie 1986 fara grad | Cercetator stiintific stagiar
3. | Ciobanu Vladimir 1990 fara grad | Cercetator stiintific stagiar
4. | Plesco Irina 1992 fara grad | Cercetator stiintific stagiar

Conducatorul proiectului

dr. Fiodor BRANISTE
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Anexa nr. 2
LISTA
lucrarilor publicate

articole din reviste

1.

BRANISTE, T., COBZAC, V., ABABII, P., PLESCO, I., RAEVSCHI, S., DIDENCU, A,
MANIUC, M., NACU, V., ABABII, 1., TIGINYANU, I. Mesenchymal stem cells
proliferation and remote manipulation upon exposure to magnetic semiconductor
nanoparticles. Submitted to Biotechnology Reports.

BRANISTE, T.; COBZAC, V.; ABABII, P.; PLESCO, |.; RAEVSCHI, S.; DIDENCU, A;;
MANIUC, M.; NACU, V.; ABABII, I.; TIGINYANU, I. The influence of semiconductor
nanoparticles upon the activity of mesenchymal STEM cells. IFMBE Proceedings, Vol. 77,
pp. 607-611 (2020). 4th International Conference on Nanotechnologies and Biomedical
Engineering, ICNBME-2019, September 18-21, 2019, Chisinau, Republic of Moldova
(Eds.: lon Tiginyanu, Victor Sontea, Serghei Railean), ISBN: 978-3-030-31866-6.
https://doi.org/10.1007/978-3-030-31866-6_108

Prezentari la conferinte

3.

TIGINYANU, I, BRANISTE, T., PLESCO, |, RAEVSCHI, S., MISHRA, Y.K,
ADELUNG, R. Hybrid multifunctional nanostructures based on Aerographite and
semiconductor materials. MultiComp Aveiro spring meeting 2019, Aveiro, Portugalia 21-22
martie 2019.

PLESCO 1., Superelastic lightweight carbon materials for piezoresistive sensors, Conferinta
tehnico-stiintifica a studentilor, masteranzilor si doctoranzilor, Volumul I — ISBN 978-9975-
45-588-6, p. 383, 2019.

PLESCO I.,DUPPEL V., TIGINYANU 1., KIENLE L., TEM Investigations of wurtzite,
sphalerite and mixed phase ZnS nanowires, Microscopy Conference in Berlin
Proceedings, p. 294, 2019.

CIOBANU, V. GaN-based 2D and 3D architectures for electronic applications, IFMBE
Proceedings, Vol. 77. Springer 2019 p. 203-206. https://doi.org/10.1007/978-3-030-
31866-6_41 Print ISBN: 978-3-030-31865-9; Online ISBN: 978-3-030-31866-6
CIOBANU, V. Senzori de presiune in baza de Aero-GaN. Conferinta tehnico-stiintifica a
studentilor, masteranzilor si doctoranzilor, 2019, Vol. 1, pp. 370-372, ISBN 978-9975-45-
588-6
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Brevete de inventii:

1. BRANISTE, F.; RAEVSCHI, S.; TIGHINEANU, 1. Procedeu de obtinere a
spinerelor cu impulsuri cu autopropulsie pe apa. Cerere de brevet de inventie, nr.
A20190040

Conducatorul proiectului Fiodor BRANISTE, Dr.

(nume, prenume, grad, titlu stiintific) (semnatura)
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Anexanr. 3

Participari la manifestari stiintifice nationale/internationale

Nume, prenume participant, date privind manifestarea stiintifici (denumire, data, loc), titlul comunicarii
sustinute.

1. BRANISTE Fiodor: Participarea la intrunirea in cadrul proiectului COST MultiComp CA15107,
care a avut loc la Aveiro, Portugalia, in perioada 21-22 Martie 2019. Prezentare orala: ,,Hybrid
multifunctional nanostructures based on Aerographite and semiconductor materials”.

2. BRANISTE Fiodor: Prezentarea unui seminar in cadrul Departamentului de Fizicd Aplicata
al Institutului Regal de Tehnologie din or. Stockholm, Suedia, la 17 Decembrie 2019. Tema:

,»GaN based 3D architectures for biomedical applications”.

3. PLESCO lIrina: Participarea la Conferinta dedicatda Microscopiei cu prezentarea unui poster la tema
,TEM Investigations of wurtzite, sphalerite and mixed phase ZnS nanowires”, Berlin, 1-5 Sept.
2019.

4. PLESCO Irina: Participarea in cadrul Scolii de Vara ,Nanomaterials synthesis and advanced
characterization techniques at nanometer and atomic scale” organizatd de citre Universitatea
Politehnica din Bucuresti in cadrul proiectului COST MultiComp CA 15107 in perioada 4-7 iunie
2019. Prezentarea posterului ,,Flexible pressure sensor based on graphene aerogel microstructures

functionalized with CdS nanocrystalline thin film”.

5. CIOBANU Vladimir: Participarea in cadrul Scolii de Vara ,,Nanomaterials synthesis and advanced
characterization techniques at nanometer and atomic scale” organizatd de catre Universitatea
Politehnica din Bucuresti in cadrul proiectului COST MultiComp CA 15107 in perioada 4-7 iunie
2019. Prezentarea posterului “GaN nanostructures for electronic and environmental
applications”’, Bucuresti, Romania.

6. CIOBANU Vladimir: participarea la a 4-a Conferinta Internationala in domeniul nanotehnologiilor
si ingineriei biomedicale, Chisinau, Moldova, 18 — 21 septembrie 2019 cu prezentarea
posterelor: ,,GaN-based 2D and 3D architectures for electronic applications”, ,, Mimicking

brain activities: artificial synapses and learning using GaN membranes”.

Conducatorul proiectului Fiodor BRANISTE, Dr.

(nume, prenume, grad, titlu stiintific) (semnatura)
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