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Prefata

Teza este structuratd in doua par{i principale corelate cu etapele de documentare,
fabricare, testare si validare a platformelor de detectie ADN. Partea teoretica stabileste
contextul stiintific actual si delimiteaza conditiile tematice aflate la granita dintre biologie,
chimie, fizicd si nanotehnologie. Platformele de detectie, chimia suprafetei si tehnicile de
detectie (Capitolul 2), secventele ADN specifice si mecanismele carcinogenetice (Capitolul
3) se regasesc in partea teoretica a tezei. Procesul experimental descris in doua capitole
(Capitolele 4 si 5) cuprinde optimizarile efectuate pentru realizarea tipurilor de biosenzori
propusi si evaluarea statistica a datelor.

Capitolul 1 introductiv evidentiazd mecanismele specifice modificarilor celulare
maligne produse in cazul cancerului mamar si cervical, precum §i metodele moderne de
detectie a polimorfismelor uninucleotidice din cadrul genelor BRCA (Breast Cancer, Early
Onset - Gene implicate in cancerul de sén) si de genotipare a tulpinilor HPV (Human
Papilloma Virus - Virusul Papilloma Uman). Au fost enumerate tipurile de suporturi
utilizate in obtinerea biosenzorilor, procedurile de modificare chimicd a substratului,
parametrii de functionalizare optimizati progresiv si sistemele de detectie.

Capitolul 2 include metodele de modificare a suprafetelor corelate cu schema de
detectic selectatd. Sunt identificate avantajele suporturilor tridimensionale in detectia
fluorescenta a fenomenului de hibridizare in detrimentul celor comerciale, introducand
principiul de fabricare a nanofirelor de siliciu prin corodarea chimica asistata de Saruri
metalice (MACE - Metal Assisted Chemical Etching). Utilizarea suportului de aur (Au)
introduce tehnica SPR in studiul atasarii oligonucleotidelor si in detectia biomoleculelor pe
suprafete metalice. Suporturile de tip SOI au permis imbunatatirea detectiei electrice ADN
fata de placheta de Si monocristalin.

Tipurile de functionalizare si modificarile chimice efectuate la nivelul sondelor
ADN sunt detaliate aici. Au fost selectate doua tipuri de grupari functionale (aldehidice si
epoxidice) ce favorizeaza atasarea covalenta a biomoleculelor de suport si permit detectia
electrica, asigurand in acelasi timp semnal scdzut de fundal in detectia fluorescenta.

Sunt descrise metodele de detectie fluorescentd, plasmonica si electrica, precum si
platformele de detectie corespunzatoare. Detectia prin SPR s-a realizat printr-un mecanism
suplimentar de atasare bazat pe chemisorbtia ADN pe suport de Au. A fost validata metoda
pseudo-MOSFET de caracterizare electrica in detectia ADN pe substrat de tip SOL.

Capitolul 3 prezinta bazele genetice ale carcinogenezei induse de antioncogena
BRCAL (Breast Cancer 1, Early Onset), insistand asupra polimorfismelor uninucleotidice
cu efect stabilizator al duplexului. Tot in acest capitol, sunt cuprinse si bazele genetice ale
carcinogenezei induse de HPV, fiind schematizata clasificarea tulpinilor HPV si
transformarea celulard indusd de exprimarea genelor virale. Este subliniatd importanta
dezvoltarii unor noi platforme de detectie, care sa asigure specificitatea si senzitivitatea in
discriminarea polimorfismelor uninucleotidice (SNPs - Single Nucleotide Polymorphisms),
cat si in genotiparea HPV. In final, sunt prezentate metodele recunoscute in practicile
clinice pentru detectarea SNPs si pentru aplicatii de genotipare, cu mentionarea avantajelor
si dezavantajelor acestora.

Capitolul 4 include materialele si reactivii utilizati pentru nanoconfigurarea
suporturilor, functionalizare, imobilizare si hibridizare, precum si aparaturile de detectie,
caracterizare si software-urile utilizate in extragerea si interpretarea datelor.

Capitolul 5 contine proceduri de obtinere a suporturilor nanoconfigurate, pornind
de la nanofirele de siliciu realizate prin corodarea chimica asistata de catalizatori de Ag sau
de Au. A fost analizatd rata de corodare in functie de timp, precum si influenta rezistivitatii
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si orientarii plachetei asupra eficientei corodarii. S-au optimizat procedurile de
functionalizare a suporturilor nanoconfigurate, a suporturilor de siliciu monocristalin si de
siliciu pe izolator. De asemenea, s-au folosit tehnicile de depunere si imobilizare a ADN pe
suporturile functionalizate si pe suporturile cu film de aur.

Capitolul 6 prezinta investigatii experimentale referitoare la taria ionica, pH-ul
optim al solutiei de imobilizare, precum si conditiile de hibridizare a ADN. In plus, a fost
investigata si stabilitatea in timp, stocand suporturile comerciale cu sonde ADN
imobilizate covalent pe o perioada de maxim 21 de zile. Tot aici, sunt reunite rezultatele in
materie de specificitate si sensibilitate de detectie obtinute pe suport comercial, pe suportul
bazat pe nanofire de Si, pe Si monocristalin si pe SOI. Analize statistice complexe au
demonstrat viabilitatea tehnicilor de detectie pe platformele dezvoltate.

Capitolul concluziv subliniaza contributiile personale in optimizarea tehnologiei
de fabricatie a suporturilor nanoconfigurate, obtinerea si prelucrarea datelor microarray si
validarea statisticd a acestora in conformitate cu proiectele stiintifice In care am fost
implicata.
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Cap. 1. Introducere

Cancerul reprezintd una din principalele cauze ale mortalitdtii la nivel mondial,
numarand in 2012 peste 14,1 milioane de cazuri, conform unor date statistice (Torre si
colab., 2015; Ferlay si colab., 2013). Modificarile genetice care contribuie la aparitia
acestei maladii afecteaza trei categorii de gene: tumoral supresoare (antioncogene),
protooncogenele si genele care intervin in repararea ADN (Hanahan, Weinberg si
Francisco, 2000).

Cancerul mamar are rata standardizata de incidenta de 47,7 la 100000 de locuitori si
a mortalitatii de 0,35 la 100000 de locuitori iIn Europa Centrald si de Est (DeSantis si
colab., 2015; Torre si colab., 2012). Deseori, modificarea maligna responsabila de aparitia
cancerului de san are caracter sporadic (90-95%), iar 5-10% din cazuri sunt asociate cu
predispozitia dobandita (Mahdi, Nassiri si Nasiri, 2013; Karami si Mehdipour, 2013). Gena
BRCAL codifica o proteina ce actioneaza ca supresor al cresterii tumorale si interactioneaza
in nucleul celulelor sanatoase cu alte proteine pentru repararea rupturilor catenare din
ADN. Producerea unei mutatii deletorie intr-o alela BRCAL1 dintr-o celula oarecare
(Knudson, 1971) declanseaza procesul de tumorigeneza, iar celula respectiva devine
incapabild sa-si remedieze propriile erori daca fenomenul se repeta. (Foulkes si Shouen,
2013).

Virusurile au fost asociate cu carcinogeneza in 10-15% din cazuri, procentul
devenind probabil mai mare odata cu perfectionarea tehnicilor de detectie (Chen si colab.,
2014; Hoppe-Seyler si Butz, 1995). Infectia persistentd si integrarea cromozomiald a
tipurilor HPV cu potential oncogen ridicat au fost raportate ca factori cauzali majori in
dezvoltarea cancerului de col uterin. Astfel, identificarea tipurilor HPV n probe cervico-
vaginale este esentiala in evaluarea riscului de incidenti. In Europa Centrali si de Est, rata
de incidenta a neoplaziei de col uterin standardizata la 100000 de locuitori a fost de 16,3,
iar cea a mortalitatii, de 6,2 la 100000 de locuitori (Torre si colab., 2015).

Diagnosticul timpuriu creste eficienta in prevenirea si tratarea afectiunilor, astfel ca
identificarea predispozitiei genetice la dezvoltarea celor doua tipuri de cancer amintite este
utild persoanelor cu incidenta familiala sau pentru genotiparea HPV in cadrul testelor de
screening. Genosenzorii si biochip-urile ADN de tip microarray reprezinta solutii
accesibile in aplicatii de genotipare si in detectia SNP-urilor, in care recunoasterea
secventei specifice se bazeaza pe fenomenul de hibridizare.

Prin dezvoltarea sistemelor de detectie ADN se urmareste depistarea modificarilor
specifice transformarilor maligne si utilizarea in aplicatii de genotipare. Detectia mutatiilor
genetice la nivel molecular vizeaza identificarea timpurie a biomarkerilor specifici si
furnizarea unui diagnostic fiabil pentru monitorizarea bolii si a raspunsului la tratament
(Sassolas, Leca-Bouvier si Blum, 2008; Mehrotra, 2016).

1.1. Prezentarea domeniului tezei de doctorat

Biosenzorul e reprezintd un dispozitiv analitic ce utilizeaza reactii biochimice
specifice mediate de enzime, anticorpi, tesuturi, organite celulare sau celule intregi pentru
a detecta compusi chimici printr-un semnal electric, termic sau optic (McNaught si
Wilkinson, 1997; Monosik, Stred’ansky si Sturdik, 2012).

Biosenzorii ADN (genosenzori), precum si biochip-urile ADN de tip microarray,
exploateazd legarea preferentiald a secventelor complementare de ADN monocatenar.
Acest sistem se bazeaza de reguld pe atasarea unei sonde ADN monocatenar (ssADN) pe o
suprafata activd n vederea recunoasterii secventei ADN tinta complementare prin
hibridizare (Sassolas, Leca-Bouvier si Blum, 2008).

3
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Dezvoltarea tehnologiei microarray a imbunatatit semnificativ metodologia
analizei genetice a afectiunilor umane, fiind ideald pentru analiza rapida si in paralel a mii
de fragmente genice de interes (analiza high-troughput). Eficienta in genotiparea HPV pe
suporturi comerciale de sticld a fost demonstrata prin detectia a 53 de tipuri HPV din tesut
cervical infectat cu una sau mai multe tulpini (Klaassen si colab., 2004), sau a 102 tipuri de
virus HPV (Arron si colab., 2011). Totusi, utilizarea unei suprafete plane scade capacitatea
de legare a sondelor de suportul modificat chimic, generdnd o intensitate slaba a
semnalului de hibridizare (Simion si colab., 2010).

1.2. Scopul tezei de doctorat

Scopul tezei consta in fabricarea de noi platforme de detectie a hibridizarii ADN
prin fluorescenta, rezonanfa la suprafata a plasmonilor (Surface Plasmon Resonance -
SPR) sau masurare electricd, a caror specificitate §i sensibilitate sa fie evaluate statistic.

a) Platforme de detectie

Nanofirele de Si (SINWs - Silicon Nanowires) au proprietati semiconductoare,
morfologie variata si suprafata activa generoasd pe unitatea de volum, fiind ideale pentru
realizarea platformelor miniaturizate de detectie rapida si simultanda a biomoleculelor
(Coffinier si Boukherroub, 2014). Fabricarea Si nanostructurat prin metoda MACE a fost
propusa de catre Li si Bohn (Li si Bohn, 2000), desfasurandu-se de regla in doi pasi
succesivi (2-MACE): nucleatia catalizatorului metalic si corodarea anizotropa. In cazul
corodarii chimice intr-un singur pas (1-MACE), cele doua etape uzuale se desfasoara
simultan in solutie de corodare continand saruri metalice si HF, in lipsa H,O, (Manel,
Nafie si Bouaicha, 2012). Pentru realizarea platformelor de detectie tridimensionale cu
SINWS, a fost optimizata metoda 1-MACE cu catalizator de Ag in solutie de HF.

Aurul este adesea utilizat ca film subtire in biodetectie, deoarece permite legarea
semi-covalenta a biomoleculelor datoritd interactiunilor tiol-metal (Hakkinen, 2012) si
prezintd proprietati plasmonice bune Tn spectrul lungimilor de unda aflate deasupra
tranzitiei optice interbanda (A > 580 nm) (Oliverio si colab., 2017).

Substraturile de tip SOl (Silicon on Insulator - Siliciu pe lzolator) confera
sensibilitate sporitd de detectic a ADN fata de o placheta de Si obisnuita, iar sarcinile
electrice de suprafatd sunt separate de efectele parazite provenite din substrat prin stratul
izolator de SiO; intermediar.

Atasarea sondelor ADN necesitd modificarea chimica a suprafetei, astfel ca
functionalizarea substratului a tinut cont de gruparile functionale NH; introduse la capatul
5' al sondei ADN. Alegerea tipului de functionalizare a vizat facilitarea atasarii
biomoleculelor si diminuarea erorilor in citirea semnalului provenite din procesarea
suporturilor.

Suporturile functionalizate cu grupéari aldehidice prezintda capacitate mare de
legare a sondelor si Stabilitatea asigurata de legdtura covalenta, dar semnalul obtinut poate
avea 0 intensitate redusa cauzati de impedimentele sterice (Nimse si colab., 2014).
Functionalizarea ce confera grupari epoxi asigura legarea covalentd a sondelor ADN de
suport si stabilitatea acestora (Nikolic si colab., 2010), prevenind aparitia impedimentelor
sterice printr-o densitate mai scazuta a sondelor atasate.

b) Tehnici de detectie

Tehnica microarray a fost utilizata pentru detectia prin fluorescentd a hibridizarii
secventelor ADN specifice BRCA1 si HPV, precum si confirmarea datelor prin tehnici
complementare: SPR si detectie electrica.
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Experimentele microarray au utilizat ca referinta suporturi comerciale de sticla
functionalizate cu grupari aldehidice, care au fost comparate cu platforme de siliciu
configurate cu nanofire (SiNWSs). Substraturile nanostructurate au fost functionalizate pe
de o parte cu grupari aldehidice si pe de altd parte cu grupari epoxi, pentru a evalua
specificitatea de detectie. S-a demonstrat detectia specifica a polimorfismelor
uninucleotidice in cazul functionalizarii cu APTES-GAD ((3-Aminopropil)trietoxisilan i
glutaraldehida) si excelenta reproductibilitate a genosenzorilor nanostructurayi acoperiti
cu SU-8 (glicidil eterul Bisfenolului A).

Tehnica SPR a fost utilizata pentru detectia secventelor ADN specifice HPV,
folosindu-se suporturi comerciale de sticla acoperite cu film subtire de aur pentru
determinarea limitei de detectie a sistemului.

Pentru detectia electrica a probelor ADN, a fost utilizata o configuratie electrica de
tip Y-MOSFET (pseudo-MOSFET - Metal-Oxide-Semiconductor Field Effect Transistor -
Tranzistor cu Efect de Camp cu Poarta Izolatd) pe substraturi de Siliciu pe Izolator (SOI -
Silicon on Insulator). S-a realizat detectia electrica a ADN prin folosirea WY-MOSFET ca
metoda de caracterizare electrica.

Cercetarea multidisciplinara prezentata in cadrul tezei a fost desfasurata la Institutul
National de Cercetare si Dezvoltare in Microtehnologie - IMT Bucuresti - Laboratorul de
Nanobiotehnologii, in Facultatea de Chimie din cadrul Universitatii din Bucuresti -
Departamentul de Chimie Organica, Biochimie si Catalizd, precum si la Institutul de
Tehnologie din Grenoble - Centrul IMEP-LaHC (L'Institut de Microélectronique
Electromagnétisme et Photonique - Laboratoire d'Hyperfréquences et de Caractérisation).

Rezultatele obtinute au fost diseminate in publicatii cotate sau indexate ISI, precum
si in prezentari la conferinte si seminarii.
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Cap. 2. Tehnici si platforme de detectie

Suportul si traductorul biosenzorului determina specificitatea si sensibilitatea
detectiei. In tehnica microarray, sunt recomandate suporturile de sticld sau de siliciu,
deoarece nu prezintd autofluorescenta si permit atasarea sondelor ADN monocatenar prin
modificarea chimicd a suprafetei. Traductorul converteste elementul de bio-recunoastere
intr-un semnal masurabil, cum ar fi fluorescenta in cazul microarray, modificarea
unghiului de rezonantd in cazul SPR-ului, ori semnal electric in cazul dispozitivelor
electronice de tip tranzistor. Functionalizarea suportului nanoconfigurat de Si cu
APTES-GAD ori SU-8 permite atasarea sondelor oligonucleotidice pentru analiza
fluorescenta a secventelor complementare hibridizate. Acoperirea cu film subtire
metalic a unui suport de sticla permite detectia prin tehnica SPR. Substratul semiconductor
specific plachetelor SOI asigura in mod firesc semnalul electric necesar masuratorilor
electrice specifice FET-urilor.

2.1. Suprafete suport

2.1.1. Suporturi comerciale

Cele mai des utilizate substraturi pentru fabricarea platformelor microarray sunt
suporturile de sticla, deoarece sunt inerte din punct de vedere chimic, nu sunt
autofluorescente si se functionalizeaza cu usurinta, permitand legarea moleculelor organice
de suprafata. Suprafata rezultata poate expune grupari aminice, aldehidice, epoxi sau tiol,
de care se pot lega secvente ADN modificate chimic sau nemodificate. Suporturile
microarray comerciale fabricate din borosilicat sau sticla calcosodica au nivel foarte scazut
de sticld are insd suprafata pland, ceea ce introduce limitari sterice in timpul reactiei de
hibridizare (Dufva si colab., 2014; Conzone si Pantano, 2004).

Suporturile comerciale folosite in prezentul studiu au uniformitate bura a
suprafetei cu grupari SiO, distribuite omogen pentru a conferi silanilor reactivitate mare,
necesara procedurilor ulterioare de modificare chimica.

2.1.2. Suporturi tridimensionale pe baza de nanofire de siliciu (SiINWs)

Nanofirele de Si (SINWS) s-au evidentiat prin proprietitile semiconductoare,
morfologia variatd si suprafata activd generoasd pe unitatea de volum, fiind ideale pentru
realizarea platformelor miniaturizate de detectie simultana rapidd a biomoleculelor
(Coffinier si Boukherroub, 2014).

Obtinerea Si nanoconfigurat prin metoda MACE a fost demonstratd pentru prima
oara de catre Li si Bohn (Li si Bohn, 2000), consacrandu-se prin costul scazut si usurinta
de fabricare a structurilor cu diferite dimensiuni, morfologii si proprietati (Dawood si
colab., 2012a; Shaoyuan si colab., 2014; Yangyang si colab., 2014; Hee, Huang si Lee,
2014). Doparea, orientarea cristalind a plachetei de Si si compozitia solutiei de corodare
influenteaza morfologia nanofirelor (Huang si colab., 2008, Mikhael si colab., 2011).

De reguld, MACE utilizeaza particule de metale nobile (Ag, Au, Pt si Pd) cu rol de
catalizatori si se desfasoard in doi pasi succesivi: nucleatia catalizatorului metalic si
corodarea anizotropa. In cadrul procesului de corodare chimica in doi pasi (2-MACE),
catalizatorii metalici sunt depusi pe suprafata siliciului,iar corodarea ulterioara are loc in
solutie HF/H,0,. Corodarea chimica intr-un singur pas (1-MACE) reuneste cele doua etape
intr-o solutie de corodare continand saruri metalice si HF, in lipsa H,O, (Manel, Nafie si
Bouaicha, 2012). Am aplicat metoda 1-MACE cu AgNO3 pentru configurarea SiNWs.
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2.1.3. Substraturi cu filme subtiri de Au

Depunerea unui film de Au pe un suport de sticld permite folosirea acestuia ca
substrat pentru microarray si utilizarea SPR ca tehnicd secundara de detectie, ce nu
necesiti marcarea fluorescenti a probelor (Dietrich si colab., 2009). Tn realizarea
biosenzorilor SPR, am depus filme omogene de Au pe discuri de sticla BK7 prin
pulverizare catodica, folosind Cr ca strat de aderenta la sticla.

2.1.4. Substraturi pe baza de siliciu pe izolator (SOI)

Utilizarea suporturilor de tip siliciu pe izolator (SOI) pentru caracterizare electrica
confera sensibilitate sporitd de detectie a ADN fatd de o placheta de Si obisnuita, conductia
fiind puternic influentati de sarcinile electrice de suprafata. Intr-un tranzistor MOS, numai
regiunea superioard a plachetei favorizeaza transportul electronilor, in timp ce restul de
99,9% din volumul plachetei induce efecte parazite. Structurile de tip siliciu pe izolator au
fost realizate pentru a separa filmul superior de Si de influenta nefavorabild a substratului
de siliciu (Cristoloveanu si Li, 1995).

Y-MOSFET (pseudo-MOSFET) foloseste structura de tip up-side-down a
tranzistorului cu efect de camp pe un substrat de siliciu pe izolator: substratul de siliciu
serveste ca poartd pe spatele plachetei iar oxidul Ingropat ca poartd dielectricd (poarta de
oxid) (Cristoloveanu si Williams, 1992).

2.2. Chimia suprafetelor

Performantele de detectie ale unui biosenzor in materie de specificitate si eficientd a
hibridizarii sunt influentate de orientarea si densitatea sondelor ADN atasate pe suport
(Sonawane si Nimse, 2016), depinzand de tipul de substrat utilizat si de chimia suprafetei.
Functionalizarea permite atasarea monocatenelor ADN prin interactiuni electrostatice,
covalente, prin chemisorbtie, ori necovalent, pe baza interactiunii dintre biotina si
streptavidind (Tao, Zhu si Bernasek, 2012; Russell, Meadows si Russell, 2008; Nimse si
colab, 2014).

Avantajele oferite de functionalizarea cu grupéri aldehidice a suportului sunt
capacitatea mare de legare a sondelor si stabilitatea asigurata de legdtura covalenta, ce
permite reutilizarea suportului. Glutaraldehida are eficientd sporitd de imobilizare (Ba si
colab, 2010), insd e un compus extrem de toxic ce determind timp indelungat pentru
hibridizare, obtinandu-se totodatd un semnal de hibridizare redus prin prezenta
impedimentelor sterice (Nimse si colab., 2014).

Modificare chimicd a suprafetelor cu grupari epoxidice protejeaza integritatea
suportului in conditii de umiditate (Kim si Herr, 2013), beneficiind, de asemenea, de
stabilitatea legaturii covalente (Nikolic si colab., 2010), insd necesita temperatura inalta
pentru asigurarea procesului de imobilizare (Nimse si colab., 2014).

Chemisorbtia este utilizatd pentru atasarea ADN modificat cu grupari SH la
capatul 5’ sau 3’ de o suprafata de Au, formand monostraturi autoasamblate (SAM-uri).
Legarea ADN prin chemisorbtie exploateazd mecanismul de formare a unei legaturi
semicovalente intre sulf si Au (Rashid si Yusof, 2017).

2.2.1. Functionalizarea cu (3-Aminopropil)trietoxisilan (APTES) si
glutaraldehida (GAD)

Filmele moleculare de aminosilani sunt obtinute prin mecanismul de autoasamblare
la interfata lichid-solid, prin intermediul reactiei dintre gruparile alcoxi (—-O—CHjsau —O—
CH2—CHy) si grupdrile hidroxil (-OH) generate pe suprafata. Expunerea gruparilor -OH se
realizeaza prin curatarea prealabild a substratului in solutie Piranha (3:1 H;SO4:H,0,)
(Figura 2.1).
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Figura 2.1. Hidrofilizarea substraturilor de sticli sau siliciu

Procesul de silanizare se desfasoard in doud etape: hidroliza gruparilor alcoxi in
prezenta apei din solutie sau a unei pelicule de apa addugatd pe suprafata hidroxilata,
urmatd de condensarea APTES (Pavlovic si colab., 2002). Moleculele de APTES pot
forma un film functional uniform din starea de vapori, fiind Tmpiedicatd astfel
polimerizarea organosilanului (Song si colab., 2006), fie pot fi depuse din solutie pe
substraturi de sticla sau siliciu activate in prealabil prin tratament in solutie Piranha.
Metoda de silanizare a suprafetelor hidroxilate este descrisa in Figura 2.2.

HoN HoN
H-C 0 HO
NN A ho s
/ "0 cH, t+ 3H0 TEAA / “OH
O> HO
HaC

(8-aminopropil)trietoxisilan
Figura 2.2. Hidroliza APTES

In prezenta apei, are loc hidroliza -Si(O-CH,-CHs)s la trisilanol -Si(OH)s, cu
eliminarea a trei molecule de etanol. APTES are capacitatea de a polimeriza in prezenta
apei formand monostraturi autoasamblate (SAM-uri) sau multistraturi (Zhu, Lerum si
Chen, 2012).

Figura 2.3 ilustreaza formarea legaturilor covalente cu substratul modificat chimic,
dupa aplicarea tratamentului termic (Vandenberg si colab., 1991).
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H,N
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OH OH OH HO o
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HO -3H,0

Figura 2.3. Atasarea covalentia a aminosilanului

Se formeaza astfel grupari Si—O-Si stabile intre silanol si moleculele de aminosilan
in urma reactiei de condensare ce conduce la eliminarea a trei molecule de apa (Xiaoyan si
colab., 2006; Fiorilli si colab., 2008). Celelalte tipuri de interactiune posibile (legaturi de
hidrogen, respectiv interactiuni electrostatice) au ca rezultat atasarea slaba si densitatea de
grefare scazuta a aminosilanilor (Zhu, Lerum si Chen, 2012).
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Pentru obtinerea gruparilor functionale aldehidice (C=0), se trateaza suprafata de
interes cu glutaraldehida, formandu-se baze Schiff cu gruparile NH,specifice APTES
(Figura 2.4).

=0

Si '
o/(l)\o O/‘B\O
A o~ —

Glutaraldehida

Figura 2.4. Functionalizarea APTES cu glutaraldehida

Tn Figura 2.4. este schematizati o dialdehida constituitd din cinci atomi de carbon,
solubild in apa, alcool si solventi organici. Reactioneaza rapid cu gruparile amino la pH
neutru si este mai eficientd decat alte aldehide in generarea unor reticuldri stabile
(Migneault si colab., 2004). Glutaraldehida permite reactionarea ulterioard cu sondele
ADN modificate la un capat cu gruparea NH; (Sassolas, Leca-Bouvier si Blum, 2008).

A fost studiata eficienta functionalizarii substraturilor de Si monocristalin cu
APTES hidrolizat la concentratii si timpi diferiti, inclusiv tratamentul termic finalul.

2.2.2. Functionalizarea cu glicidil eterul Bisfenolului A (SU-8)

Atasarea ADN pe SU-8 a fost demonstrata pentru prima oara printr-o procedura de
atasare directd a sondelor depuse utilizand tehnica microarray (Marie si colab., 2006).
Structura unei molecule de SU-8 (Figura 2.5) contine 8 grupari epoxidice care permit
atasarea covalenta a ADN modificat la unul din capete cu grupari NHo.

JJJJ
Sasasge

(o] (o] (o] o
L L L4
Figura 2.5. Structura chimica a SU-8

Pentru depunerea uniforma a fotorezistului, este necesara curatarea prealabila a
substraturilor in solutie Piranha sau in plasma de O,. Depunerea (etalarea) SU-8 pe un
substrat se realizeaza prin centrifugare (spin-coating), grosimea stratului depinzand de
vascozitatea polimerului si viteza de de rotatie. Surplusul de solvent este evaporat prin
tratament termic, utilizind doua trepte de temperaturd. Polimerizarea are loc prin
expunerea la UV a suportului, urmata de un nou tratament termic (Marie si colab., 2006).
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Am acoperit substraturi de Si monocristalin sau configurate sub forma de nanofire
cu o grosime unica a stratului de SU-8, selectata astfel incdt sa nu prezinte
autofluorescenta.

2.2.3. Functionalizarea cu (3-Glicidiloxipropil)trimetoxisilan (GOPTMS)

Epoxisilanii sunt compusi utilizati pentru imbunatatirea stabilitatii si integritatii
polimerilor sau a interfetelor anorganice. In prezent, acestiase regisesc si in aplicatiile
biomedicale, favorizand atasarea biomoleculelor de suprafete anorganice (Luzinov si
colab., 2000).

Principiul de functionalizare este acelasi ca la APTES, epoxisilanul formand
monostraturi autoasmblate prin reactia dintre gruparile —O—-CHs si —OH exprimate de
suportul tratat in prealabil cu solutie Piranha. in Figura 2.6 este reprezentati schematic
molecula de GOPTMS.

HC.. S “CH

Figura 2.6. Structura GOPTMS

Functionalizarea cu GOPTMS se poate realiza atat in faza lichida, cat si prin
depunere sub forma de vapori. In Figura 2.7 este prezentata hidroliza unei molecule de
GOPTMS.
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Figura 2.7. Hidroliza GOPTMS
Figura 2.8 prezinta mecanismul de atagsare a GOPTMS de substrat.
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Figura 2.8. Fixarea GOPTMS pe suprafata de SiO,

Tratamentul termic formeaza legaturi Si-O-Si intre douda molecule GOPTMS cu
grupari —OH nereactionate sau intre GOPTMS si substrat. Moleculele de apa adaugate in
solvent pentru hidroliza GOPTMS au capacitatea de a reactiona cu grupdrile epoxi prin
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aditie nucleofilica, ducand la scaderea numarului de grupari active disponibile pentru
atasarea sondelor ADN (Stropoli si Elrod, 2015). Am investigat functionalizarea siliciului
monocristalin cu GOPTMS hidrolizat si GOPTMS in stare de vapori.

2.2.4. Modificarea suporturilor de Au prin formarea monostraturilor
autoasamblate

Monostraturile autoasamblate (SAM) pot fi modificate cu precizie la nivel
molecular. SAM-urile se bazeaza pe adsorbtia puternica a tiolilor (R-SH), a disulfidelor
(R-S-S-R) si a sulfidelor (R-S-R) de suprafete metalice. Pentru formarea monostraturilor
autoasamblate, se initiaza procesul de auto-asamblare al alchil-tiolilor prin atasarea
puternica (126 kJ/mol) a atomilor de sulf pe filmul de Au, urmand alinierea paralela a
lanturilor moleculare, datorita fortelor intermoleculare de tip van der Waals, repelente,
sterice si electrostatice. Fortele van der Waals existente intre grupdrile metilen ale
lanturilor de hidrocarburi determind orientarea si stabilizarea monostratului (Luderer si
Walschus, 2005).

Suporturile de aur nu necesita functionalizare, deoarece este suficient tratamentul in
solutie Piranha inainte de fixarea sondele ADN modificate chimic astfel incat si contind o
grupare tiol la un capat. Pentru obtinerea unui monostrat autoasamblat care sa faciliteze
hibridizarea, am co-atasat sonde ADN cu mercaptohexanol, in proportii variate.

2.3. Tehnici si metode de detectie

2.3.1. Tehnica Microarray

Platformele microarray formeaza un aranjament ordonat de spot-uri ale sondelor
ADN monocatenar diluate intr-o solutie de imobilizare si atasate de un suport solid,
modificat chimic. Mecanismul de detectie (Figura 2.9) se bazeaza pe procesul de
hibridizare, care reprezintd recunoasterea pe baza de complementaritate dintre ADN-tinta
marcat fluorescent si sondele imobilizate, conducand la formarea puntilor de hidrogen intre
cele doud catene ADN (Schrenzel si colab., 2009).

“n” copii sonde

G g

Incubare cu Detectia si
molecule ADN- cuantificarea
tinta Hibridizare semnalului

fluorescent
Figura 2.9. Principiul de detectie microarray

Sondele ADN monocatenar se fixeazd pe un suport modificat chimic prin sinteza
ADN direct pe chip sau prin depunerea oligonucleotidelor presintetizate (Heise, Bier,
2006). In cadrul experimentelor prezentate in aceastd tezd, am utilizat metoda depunerii
ADN presintetizat. Transferul sondelor ADN monocatenar pe un chip se realizeaza prin
depunerea unei cantitdti de ordinul nL cu 0 concentratie controlatd de material biologic,
prin contact direct cu suprafata sau fara contact. Reactia de hibridizare este verificatd prin
detectia semnalului fluorescent cu un echipament cu scanare laser.

2.3.2. Tehnica SPR
Rezonanta plasmonilor de suprafatd apare atunci cand vectorul de propagare al
radiatiei incidente polarizata transversal magnetic se egaleaza cu vectorul de propagare al
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plasmonilor polaritoni de suprafatd de la interfata metal-dielectric. Indicele de refractie al
dielectricului determina unghiul la care conditia de rezonanta este Indeplinita, astfel incat
orice modificare a indicelui de refractie datd de moleculele ADN adsorbite pe Au este
tradusa printr-o schimbare a unghiului de rezonanta. (Singh, 2014). Tehnica SPR permite
detectia in timp real a adsorbtiei sondelor ADN pe suport, cét si procesul de hibridizare
dintre monocatenele atasate si cele complementare, prezente in solutie. Pe masurd ce
catenele ADN tinta se leaga de sondele ADN, creste indicele de refractie iar rezultatele
sunt Tnregistrate intr-o sensograma.
Tn Figura 2.10 sunt enumerati pasii generici ai masuritorilor SPR.

N
Asociere ! ‘

1 Disociere
1

|

Raspuns [m°]
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Baseline T

Injectare proba

Regenerare

t Timp [ms]'

Figura 2.10. Etapele parcurse in analiza SPR (adaptare dupd Tudos si Schasfoort, 2008)

Fiecare masurare debuteaza cu stabilirea unui nivel de referintd (baseline) prin
Injectarea unei solutii-blank, aceeasi folosita ulterior la diluarea analitului (Ex: molecule
ADN tinta pentru detectarea fenomenului de hibridizare). Etapa de asociere corespunde
captarii analitului, unde AR indica raspunsul oferit de legarea moleculelor tinta la un
moment t. Urmeazd etapa de disociere ce corespunde injectdrii unei solutii prin care sunt
inlaturate secventele tinta atasate nespecific. Regenerarea presupune inldturarea analitului
si este urmata de un nou ciclu de analiza (Tudos si Schasfoort, 2008).

2.3.3. Metoda ¥-MOSFET

Y-MOSFET (pseudo-MOSFET) consta in efectuarea unor masurari electrice
asemandtoare celor pe tranzistoare, fara a fi necesara realizarea efectiva a dispozitivelor.
Aceastd metoda a fost initial utilizatd ca instrument rapid de caracterizare a plachetelor de
tip SOI fiind bazata pe utilizarea a doud sonde, una jucand rol de sursd, iar cealalta rol de
dreni, substratul fiind poarta. in functie de polaritatea tensiunii de poartd (Vg), poate fi
indusd o acumulare sau o inversie in partea inferioara a filmului de Si, astfel incét
caracteristicile de tip canal n si canal p pot fi obtinute pe acelasi dispozitiv (Colinge, 1997).
Principiul de caracterizare a substraturilor SOI este prezentat in Figura 2.11.

Sursa Drena Sursa Drena
(Vy) (Vp) (Vy) (Vp)

BOX BOX
¥ Substrat ~ (o Substrat i
| |
V>V, >0V V<V, <0V

Figura 2.11. Conductia in ¥-MOSFET
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Substratul de Si are rolul de electrod de poartd, iar oxidul ingropat (BOX)
reprezinta oxidul activ (oxid MOS). Aplicand o tensiune pe electrodul de poarta (Vgg), Se
creeaza un canal de conductie la interfata dintre filmul de Si si oxidul ingropat. Doua sonde
metalice plasate pe suprafata semiconductoare joaca rolul de sursa si drend, permitand
masurarea curentului de drend. In functie de tensiunea aplicat, conductia intre sursa si

drend poate fi efectuatd atdt prin electroni (¢7), cat si prin goluri (h) (Cristoloveanu si
Williams, 1992).

13
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Cap. 3. Secvente ADN specifice si modalitati clinice de detectie

3.1. Bazele genetice ale carcinogenezei induse de antioncogena
BRCAL

Antioncogenele (gene supresoare ale cresterii tumorale) codifica proteine cu rol de
control al diviziunii si cresterii celulare, blocand dezvoltarea neoplaziilor (Sun si Yang,
2010). Genele supresoare tumorale sunt recesive la nivel celular, fiind necesara mutatia
ambelor alele pentru ca produsul genic sa-si piarda functia (Hinds si Weinberg, 1994). Prin
mostenirea unei alele mutante, creste probabilitatea de aparitie a unei mutatii somatice in
trans, in cadrul aceleiasi celule, care inactiveaza a doua alela si influenteaza predispozitia
la cancer (Knudson, 1971; Lu si colab., 2015).

Gena BRCA1 are dimensiunea de 110 kb si este compusa din 22 exoni, fiind
localizata la nivelul bratului lung al cromozomului 17, in pozitia 21.31 (17q21.31). Aceasta
codifica o fosfoproteind nucleara compusa din 1863 aminoacizi, care mediazda in mod
specific formarea lanturilor de poliubiquitinilare atasate de Lys. Activitatea sa ca ubiquitin-
protein ligaza E3 este necesard pentru a-si desfasura activitatea de supresor al cresterii
tumorale.

Majoritatea cazurilor de cancer mamar apar sporadic, insa in unele situatii sunt
provocate de o predispozitie geneticd atribuitd mutatiilor patogene in antioncogenele
BRCAL1 si BRCA2 (Breast Cancer, early onset 2 - Gena implicata in cancerul de san, tip 2).
S-a constatat ca 72% din femeile cu mutatii germinale la nivelul BRCA1 ar dezvolta cancer
de san (Pop si colab., 2018). S-a demonstrat ca SNPs prezente in BRCAL si BRCA2 duc la
acumularea rapida a erorilor in cadrul ADN, contribuind la declansarea sporadica a
cancerului de san si fiind responsabile de riscul familial in proportie de 18% (Romanowicz
st colab., 2016; Lilyquist si colab., 2018).

Mutatiile din cadrul genei BRCAL pot fi mici deletii sau insertii ce conduc la
translatia unei proteine truncate (Mavaddat si colab., 2010), fie polimorfisme
uninucleotidice (SNPs) aflate in regiuni reglatoare sau codificatoare care altereaza functia
si expresia genei (Rajasekaran, 2007). SNPs sunt legate de predispozitia geneticd a
persoanei de a dezvolta o afectiune particulard, determinand severitatea sau evolutia bolii.
S-a demonstrat cd un numar mare de SNPs influenteaza expresia proteinei sau functia
geneticd, fie prin modificarea aminoacizilor si implicit a functiei proteice, fie prin
schimbari epigenetice indirecte date de prezenta SNPs in regiuni necodificatoare (Pilato si
colab., 2011).

Variantele uninucleotidice amintite mai sus se regdsesc in experimente ca C>A si
C>T si coincid cu imperecherile A/G si T/G. Studiul de fata se adreseaza tipurilor de
nepotriviri nucleotidice ce se pot asocia prin pun¢i de hidrogen formand imperecheri non-
canonice si care au efect mai putin destabilizator asupra ADN (Tkuta si colab., 1987).
Motivatia a fost de a valida specificitatea de detectie pe platforma dezvoltata pentru
perechile nucleotidice ce pot constitui cu usurinta o sursa de intensitati de hibridizare fals-
porzitive (Seela si Budow, 2008; Piao si colab., 2008)

3.2. Bazele genetice ale carcinogenezei induse de HPV

Virusurile HPV au diametrul de 55 nm si sunt alcatuite din ADN dublu catenar
circular inchis si capsida. Genomul viral este constituit din 8 gene (E1, E2, E4, ES, E6, E7,
L1 si L2), avand aproximativ 8000 pb. Dintre acestea, genele timpurii ce codifica
proteinele ES5, E6 si E7 sunt implicate Tn promovarea proliferarii celulelor infectate si
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imortalizarea acestora, E6 si E7 jucand un rol esential in carcinogeneza asociata cu infectia
HPV (Zaravinos si colab., 2009).

Virusurile HPV infecteaza initial celulele bazale ale epiteliului care sufera micro-
leziuni. Genomul viral se stabileste in nucleul celulelor ca ADN episomal, exprimand
genele virale timpurii si se replica sincron cu ADN celular, in timpul diviziunii. Ulterior,
una din celulele rezultate migreaza din stratul bazal si se diferentiaza, alterarand ciclul
celular prin exprimarea genelor E6 si E7. Astfel, celulele care in mod normal ar iesi din
ciclul celular sufera tranzitia catre faza S, amplificand genomul viral. Proteinele virale L1
si L2 incapsideaza genomul viral nou-sintetizat, iar virionii sunt eliberati din primele
straturi epiteliale (Moody si Laimins, 2010).

In tezd, am utilizat sonde specifice fragmentului genei L2 corespunzdtoare tulpinii
HPV 16 si fragmentului genei EI a tulpinii HPV 18. Acestea au prezentat la capdtul 5’
grupari NH, ce permit legarea de suporturi modificate cu grupari aldehidice sau epoxidice
sau grupari SH care permit legarea de suporturi de Au. Moleculele ADN tinta au fost
reprezentate de oligonucleotide sintetice, marcate fluorescent sau secvente ADN reale,
amplificate prin reactia PCR si clonate in celule competente de E. coli.
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Cap. 4. MATERIALE SI METODE

4.1. Materiale si reactivi

Suporturi

a) Substraturile Superaldehyde 3 Premium Microarray au fost achizitionate de la
Arraylt Corporation (Sunnyvale, USA).

b) Substraturide Si de tip p au fost achizitionate de la SIEGERT WAFER
(Germania) si Si-Mat (Germania).

c) Substraturile de tip SOI cu ariile active configurate au fost oferite de IMEP-
LaHC (Grenoble, Franta).

d) Discurile de sticla BK7 au fost furnizate de Thorlabs (SUA).

Configurarea nanofirelor de Si

Acidul fluorhidric, acidul azotic, nitratul de argint, (3-aminopropil)-trietoxisilanul
(APTES) si solutia coloidala de nanoparticule de aur au fost furnizate de Sigma-Aldrich
(Germania).

Functionalizarea substraturilor

(3-aminopropil)-trietoxisilanul (APTES), glutaraldehida (GAD), (3-
Glicidiloxipropil)trimetoxisilanul, acidul sulfuric (H,SO,), peroxidul de hidrogen (H,O,),
etanolul au fost procurate de la Sigma-Aldrich (Germania). Glicidil eterul bisfenolului A
(SU-8) a fost furnizat de Microchem (SUA).

Imobilizare si hibridizare

Sondele si secventele tintd au fost furnizate de Biomers.net (Germania).

Solutiile tampon fosfat salin (PBS), fosfatul dibazic de sodiu (Na,HPO,), dodecil
sulfat de sodiu (SDS), albumina serica bovina, fractia V (BSA), citratul de sodiu (SSC),
clorura de sodiu (NaCl), Ficoll 400, polivinilpirolidona (PVP) au fost procurate de la
Sigma-Aldrich (Germania).

Apa fara nucleaze si lamelele de sticld au fost achizitionate de la Roth (Germania).
Fragmentele ADN extrase din spermd de hering au fost furnizate de Promega (SUA).
Filmele adezive pentru placile de microtitrare au fost achizitionate de la EXCEL Scientific
(SUA). Placile microtitrare sterile au fost achizitionate de la BRAND (Germania).

4.2. Echipamente

a) Echipamentul Omni Grid Micro Plotter (Genomic Solutions, SUA) a fost
utilizat pentru depunerea controlatd a sondelor ADN, folosind varfuri solide cu diametrul
de 200 pm.

b) Semnalul fluorescent provenit de la ADN hibridizat a fost detectat printr-un
sistem fluorescent de scanare laser GeneTAC UC4 (Genomic Solutions, SUA).

c) Modificarile indicelui de refractie datorate hibridizarii au fost inregistrate cu
Autolab TWINGLE (Metrohm Autolab BV, Olanda).

d) Metalizarea discurilor de sticla destinate analizei SPR a fost efectuatd cu
echipamentul de pulverizare catodica prin evaporare cu fascicul de electroni AUTO 500
(BOC Edwards, Marea Britanie).

e) Sistemul de masurare electrica este alcatuit dintr-o statie cu 4 sonde situate la 1
mm distantd unele de celelalte, pe care pot fi aplicate presiuni intre 0 si 100 g (JANDEL,
Marea Britanie) si un analizor al parametrilor semiconductorilor HP 4155A (Keysight
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Technologies, SUA), cu ajutorul cérora s-au masurat curentul de drena (Ip) si potentialul
de substrat (bulk) (Vg) in functie de tensiunea de poarta aplicata (V).

) Caracterizarea morfologica a substraturilor nanoconfigurate a fost realizata cu un
microscop electronic de baleiaj cu emisie in camp, FEI NOVA NanoSEM 630 (FEI
Company, in prezent ThermoFischerScientific, SUA).

g) Analiza elementalda EDX a fost realizata cu un detector EDAX Element (EDAX
Ametek Materials Analysis Division, SUA), montat pe FEI Nova NanoSEM 630.

h) Structura cristalina a Si nanostructurat a fost investigata cu ajutorul
difractometrului de raze X (XRD) RigakuSmartLab (Rigaku Corporation, Japonia).

1) Spectrele in infrarosu au fost inregistrate cu un spectrometru FTIR VERTEX
80/80v (Bruker Optics, SUA). Masurarea si analiza spectrelor a fost realizata cu software-
ul OPUS 7.5 Spectroscopy (Bruker Optics, SUA).

J) Unghiul de contact a fost determinat pe suporturile functionlizate la tamperatura
camerei, utilizand un tensiometru KSV Theta Optical. In experimente a fost utilizata apa
deionizata, volumul picaturii fiind controlat printr-un sistem automat de depunere.

4.3. Software
Programe utilizate pentru realizarea grafica a figurilor si schemelor:

- GIMP 2.8.16
- MS Office 2007 - Powerpoint
- ACD/ChemSketch (Freeware) 2016 2.2

Programe de analiza si prelucrare a datelor

Datele corespunzatoare semnalului fluorescent de hibridizare si a intensitdtilor de
fundal locale extrase cu GenePix® Pro 7 (Molecular Devices, SUA).

Prelucrarea si analiza datelor microarray a fost realizata in mediul RStudio 1.0.136
(RStudio: Integrated development environment for R (Versiunea 1.0.136)) pentru R 3.4.0
(https://www.R-project.org/). Graficele au fost generate cu pachetul ggplot2 din R
(Wickham, 2009).

OriginPro 8.5 (OriginLab, SUA) a fost utilizat pentru analiza in timp a modificarii
unghiului de contact si pentru trasarea curbelor electrice Ip-Vg, Vg-Ve.
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Cap. 5. Tehnologia de obtinere a suprafetelor-suport
functionalizate

Activitatea de cercetare n cadrul studiilor doctorale s-a desfasurat pe doua directii:
- obtinerea unor substraturi nanostructurate care sd I1mbunatateascd detectia
polimorfismelor uninucleotidice stabile si detectia tulpinilor HPV;
- optimizarea si dezvoltarea protocoalelor de lucru specifice tipurilor de suport folosite
precum si dezvoltarea unor metode alternative de validare pentru structurile proiectate.

Au fost corelate caracteristicile suporturilor cu performantele traductorului
detectie.

Plecind de la cele trei tehnici de detectie utilizate (microarray, SPR si Y-
MOSFET), am folosit ca substraturi siliciu nanostructurat, film de aur depus pe sticla si

plachete de tip SOI.
5.1. Suprafete suport

Suprafetele suport folosite Tn prezentul studiu sunt:

- Fabricarea suprafetelor nanostructurate de siliciu este detaliatda in Subcapitolul
5.1.1. si a fost realizata prin corodare asistatd de saruri metalice (MACE). Pentru obtinerea
acestui tip de suport au fost analizati sistematic parametrii implicati in fluxul tehnologic:
tipul plachetelor, orientarea cristalografica a siliciului, reproductibilitatea proceselor in
functie de tipul de metal folosit, concentratia solutiilor de corodare si durata procesului.

- Filmul de aur a fost depus prin pulverizare catodica pe discuri de sticla de tip
BK7, cu indice de refractie de 1,515, grosimea filmului fiind de 50 nm, avand 3 nm de Cr
ca strat de aderenta la sticla.

- Pe stratul superficial al plachetei de tip SOI au fost definite prin litografie si
corodare chimica, arii active de 5 mm? si intercipuri de 2 mm, dimensiuni alease pentru a
facilitarea pozitionarii sondelor.

5.1.1. Tehnici de fabricare a nanofirelor de Si

5.1.1.1. Tehnologia de fabricare a nanofierelor de Si folosind catalizatori de Au

Nanoparticulele de Au pot fi imobilizate cu succes pe substraturi silanizate care
prezintd grupari functionale cu afinitate pentru Au (Bhat, Fischer si Genzer, 2002;
Williams si colab., 2013). Nanoparticulele de Au au fost fixate pe stratul intermediar de
aminosilan prin imersarea substraturilor functionalizate de Si in solutia dedicata si agitarea
recipientului la 400 rpm pentru distribuirea uniforma a AuNPs pe suprafata.

Substratul de Si acoperit uniform cu nanoparticule de Au a fost utilizat pentru
corodarea prin metoda MACE. Proba a fost imersata in mix 4,8 M HF/ 0,8 M H,0, (V/v) si
mentinuta timp de 1 h la baie de ultrasunete (45 kHz). Dupa spalare cu apa deionizata si
uscare cu jet de N, proba a fost vizualizata in plan si in sectiune utilizind microscopul
electronic de baleiaj, rezultatul fiind prezentat in Figura 5.1.
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(&) in plan (b) sectiune transversala a substratului

Figura 5.1. Examinarea morfologica a monostratului autoasamblat de Au NPs corodat prin MACE

Se observa structura poroasa obtinuta prin corodarea MACE a substraturilor
silanizate ornate cu nanoparticule de Au. Corodarea nanofirelor de Si cu ajutorul AUNPs
nu a furnizat structuri uniforme de dimensiuni controlabile, urmdnd a fi aprofundata intr-
un viitor proiect, intrucat protocolul cu AgNPs a oferit rezultate initiale promitdatoare.

5.1.1.2. Tehnologia de fabricare a nanofirelor de siliciu cu catalizatori de Ag

Aceastd metodd a implicat utilizarea azotatului de argint (AgNOs3) pe post de
catalizator al reactiei de corodare si am investigat influenta rezistivitatii si a orientarii
cristaline a plachetei de Si, precum si a diferitelor intervale de proces, a concentratiei de
AgNO3; si de HF. De asemenea, am desfasurat experimente de corodare chimica Intr-un
singur pas (1-MACE) si, respectiv in doi pasi (2-MACE). Controlarea caracteristicilor
morfologice a nanofirelor a reprezentat o provocare datorita numerosilor parametri fizico-
chimici ce au trebuit optimizati interdependent.

Corodarea chimica intr-un singur pas se bazeaza pe reactia de dislocuire galvanica.
Atat reactia la catod (reducerea sarurilor de Ag si depunerea acestuia sub forma de
nanoparticule) cat si reactia anodicd (oxidarea siliciului si dislocarea acestuia) au loc in
paralel (Gengfeng si Xu, 2014). Metoda 1-MACE a fost aleasa in studiul meu, fiindca se
desfasoara intr-o singura etapa simplificata ce nu necesita controlarea concentratiei de
H20; in solutie, elimindndu-se astfel potentiale erori.

Nanofirele de siliciu produse prin 1-MACE au fost obtinute pe plachete de tip p cu
orientarea (100) si rezistivitatea de 1-3 Q cm. Concentratia de AgNOj3 a fost de 0,06 mol/L,
iar cea de HF, de 4,5 mol/L, timpul de corodare fiind de 40 min. La finalul reactiei,
suporturile au fost imersate in solutie HNOz 60% v/ v timp de 30 min, pentru a indeparta
catalizatorul rezidual si tratate ulterior in solutie HF 5% v / v timp de 1 min. Morfologia
structurilor este ilustrata in Figura 5.2.

200 nm

(a) vedere de suprafata (b) imagine inclinata la 60°
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(c) masurarea nanofirelor in sectiune transversala

Figura 5.2. Examinarea morfologica a nanofirelor de Si

In Figura 5.2., din vederea in plan rezulti tendinta naturali a SiNWs de a se aduna
spre varfuri, datoritd raportului ridicat dintre grosimea si indltimea lor, precum si a
tensiunii de suprafatd generate de evaporarea mediilor lichide implicate in procedura de
fabricare (Han si colab., 2012; Dawood si colab., 2012'). Imaginile inclinate la 60° indica o
distributie uniforma a nanofirelor, avand o lungime medie de 4 pm si un diametru intre 30
si 130 nm (Figura 5.2. (c)).

Dimensiunea firelor de Si poate fi controlata prin modificarea concentratiilor de
AgNO; si HF utilizate in metoda 1-MACE. Dimensiunea firelor de Si este de asemenea
dependenta de concentratia dopajului si de orientarea cristalina a plachetei de lucru.
Cdnd concentratia de azotat de argint este prea micd, AQ" se consumd rapid, iar reactiile
de oxidare a Si si de disolutie nu mai au loc si astfel, firele de Si nu se mai formeaza.

5.2. Modalitati de functionalizare a Si, SINWs si SOI

A doua etapa a pregatirii platformelor pentru detectia ADN constd in realizarea
modificarilor chimice la interfata dintre materialul anorganic si materialul organic, care
depind de gruparile functionale ale sondelor ADN si de tipul de detectie a hibridizarii.
Astfel, pentru detectie fluorescenta se pot utiliza doua tipuri de suport modificate pentru a
permite fie legarea covalentd cu gruparile aminice ale ADN, fie legare de film de Au prin
chemisorbtia gruparilor tiol ale sondelor ADN modificate.

Pentru obtinerea legaturilor covalente intre substrat si probele modificate cu grupari
NH; terminale am efectuat trei tipuri de modificari chimice pe suprafetele de Si
nanostructurat, in paralel cu folosirea unor probe martor de Si cristalin si sticla ce au avut
rolul de referinte pe parcursul experimentelor. In aceasta tezi am dezvoltat noi metode de
modificari chimice pentru atasarea sondelor ADN: acoperirea cu APTES si GAD, ori
depunerea unui film subtire de SU-8 sau a unuia de GOTPMS ce utilizeaza o singura etapa
de functionalizare.

5.2.1. APTES/GAD

Substratul de siliciu a fost modificat cu (3-aminopropil)trietoxisilan (APTES), care
a asigurat un monostrat functional expunand grupari —NH,. Glutaraldehida (GAD), a
conferit grupari active aldehidice, cu care au reactionat gruparile —NH, furnizate de
sondele ADN modificate prin formarea de baze Schiff (grupari iminice). Silanizarea in
solutie a fost realizatd folosind APTES hidrolizat cu concentratie 2,5 si 5% (Majoul,
Aouida, Bessais, 2015). Solutiile hidrolizate au fost obtinute prin adaugarea APTES in
solvent constituit din apad si etanol absolut in proportie de 1:19 v/v si amestecate sub
agitare magnetica intre 1-3 h. Probele de Si au fost imersate in solutie de APTES timp de 2
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h si au fost supuse spaldrii succesive cu etanol absolut de 3 ori si cu apa deionizatd de 3 ori,
fiind uscate ulterior cu N».

Am investigat impactul pe care il are concentratia solutiei de APTES si tratamentul
termic asupra functionalizarii, studiind spectrele FTIR pentru probele tratate la 110 °C si
netratate. Spectrele ATR-FTIR ale probelor silanizate in APTES hidrolizat sunt prezentate
in Figura 5.3.
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Figura 5.3. Rezultatele ATR-FTIR corespunzatoare probelor cu 2,5 % si 5% APTES cu si fara
tratament termic

Eficienta reactiei de silanizare a fost analizatd Tnainte si dupa tratamentul termic
pentru doua concentratii de APTES (2,5% si 5%). In urma tratamentului termic, se constata
pentru concentratia de 2,5 % APTES o crestere a intensitdtii benzilor de absorbtie
corespunzatoare legaturilor Si-O-Si, ceea ce indica formarea de noi legaturi siloxanice fie
intre aminosilani (dimeri de APTES), fie cu suprafata (Halliwell si Cass, 2001). De
asemenea, tratamentul termic a crescut considerabil densitatea gruparilor NH, expuse la
suprafatd prin reorientarea moleculelor, fiind rupte puntile de hidrogen dintre grupdrile
aminice si suprafata si favorizand formarea legaturilor covalente (Howarter si Youngblood,
2006). La concentratii mai mari de silan hidrolizat nu se constatd cresterea densitatii NHp,
probabil datoritd formarii polimerilor si agregatelor de APTES, care interactioneaza in
principal prin punti de hidrogen cu suprafata (Zhang F., Srinivasan, 2004). Aceste legaturi
fiind slabe, Inseamna ca sunt usor de distrus prin etapele succesive de spalare cu apa
deionizata si etanol efectuate Tnaintea tratamentului termic.

Spectrele ATR-FTIR confirma eficienta modificarii chimice cu glutaraldehida, ce
prezinta benzi de absorbtie atribuite legaturii C=N si C=0, fiind demonstrata astfel
eficienta reactiei de reticulare pe substraturile silanizate cu APTES hidrolizat. Pentru
functionalizare, am utilizat protocolul cu 2,5% APTES hidrolizat si 5% glutaraldehida, cu
4 h de incubare pentru cresterea numarului de grupari aldehidice expuse pe suprafata.

Examinarea de suprafata si in profunzime a fost efectuata cu ajutorul microscopului
electronic de baleiaj pentru observarea modificarilor morfologice ale substraturilor cu
SiNWs dupi functionalizarea cu APTES-GAD. In Figura 5.4, sunt ilustrate zone
reprezentative impreund cu detalii de inaltd rezolutie a suporturilor 3D pregétite ca
suporturi microarray.
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200 nm ros | 500 nm |

(a) vizualizare in plan (b) imaginea inclinati la 60°

1um

(c) masurarea nanofirelor in sectiune

Figura 5.4. Caracterizarea morfologica a SINWs functionalizate cu APTES si GAD

Tendinta nanofirelor de a se uni la varfuri observata anterior in Figura 4.2. a fost
amplificatd de acumularea materialului vascos pe varfurile nanofirelor (Saddow, 2016;
Foglia si colab., 2013; Robin, Vishnoi si Jonnalagadda, 2014) si pe lungimea regiunilor
expuse. Functionalizarea cu APTES-GAD aduna varfurile nanofirelor si acopera o parte
semnificativa din lungimea lor, dupa cum se observa in imaginile SEM — vizualizarea in
plan si Inclinatd a SINWs.

5.2.2. SU-8

Glicidil eterul bisfenolului A (SU-8) este un polimer fotosensibil ce exprima
grupari epoxidice si prezinta stabilitate termicd, chimica, proprietati fizice si optice
excelente. SU-8 este potrivit pentru imobilizarea moleculelor Tn sisteme biologice
microelectromecanice (Bio-MEMS) si biosenzori (Joshi si colab., 2007; Deepu, Sali
si Mukherji, 2009).

Pentru depunerea uniforma a fotorezistului, am efectuat in prealabil curatarea
chimica a substraturilor in solutie Piranha (H2SO4:H20, 3:1 v/v) timp de 15 min urmata de
curdtirea in plasma de O; timp de 10 min. Fotorezistul SU-8 2002 a fost etalat prin
centrifugare la 4000 rpm. Surplusul de solvent a fost evaporat prin tratament termic in
doua trepte de temperaturd, 65 °C — 1 min si 95° C — 2min. Polimerizarea a fost realizata
prin expunerea la UV a suportului, urmand un nou tratament termic la 180° C — 30 min.

Imaginile SEM prezentate in Figura 5.5. demonstreaza acoperirea uniforma a
nanofirelor de Si.

22



Dezvoltarea de biochip-uri pentru detectia si analiza high-throughput a biomoleculelor

(c) misurarea nanofirelor in sectiune transversala

Figura 5.5. Caracterizarea SEM a SiNWs acoperite cu SU-8

Imaginile SEM releva ca, in plus fatd de functionalizarea cu APTES-GAD (Figura
5.4), SU-8 inglobeaza grupuri mari de nanofire intr-o masa polimerica si formeaza punti
intre blocurile adiacente, crescand suprafata activd. Examinarea in sectiune evidentiaza
modificarea substratului de Si nanostructurat prin functionalizare si permite masurarea
nanofirelor (intre 30 si 70 nm 1n diametru si ~ 4 pm in lungime).

5.2.3. GOPTMS

Substraturi de Si si SOI trasate pe dimensiunea 2,5 x 1,5 cm au fost functionalizate
cu GOTPMS hidrolizat sau depus din stare de vapori, functionalitatea suprafetelor fiind
validata prin tehnica microarray si respectiv, prin caracterizari electrice. Substraturile au
fost curatate in solutie Piranha (H,SO4:H,0; 3:1 v/v) pentru generarea gruparilor hidroxil.
Acest tratament a fost solicitat de reactia de silanizare si nu afecteaza oxidul de poarta
(Chandradoss si colab., 2014; Han si colab., 2006). Dupa hidroxilare, substraturile au fost
spalate cu apa deionizata si uscate cu Np.

Silanizarea cu GOPTMS hidrolizat a fost realizata cu 2,5% epoxisilan adaugat in
solvent constituit din apa si etanol absolut in proportie de 1:19 v/v si amestecat 2 h sub
agitare magneticd. Probele de Si au fost imersate in solutie hidrolizatd timp de 2 h.
Principiul silanizarii cu GOPTMS este identic cu cel la APTES, unde a fost demonstrata
prin FTIR eficienta functionalizirii cu acest protocol. in cazul functionalizirii GOPTMS in
solutie, este posibil ca moleculele de apa sa reactioneze cu inelele epoxidice, ducand la
deschiderea si inactivarea lor (Stropoli si Elrod, 2015).

Silanizarea in stare de vapori a fost realizata intr-un vas petri, pentru 3 h 30 min, la
85 °C, 2 mL de GOPTMS fiind introdusi in recipientul din centrul set-up-ului (Williams,
Davies si Bowen, 2013). La final, probele au fost spalate succesiv cu etanol absolut de 3
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ori si cu apa deionizata de 3 ori, fiind uscate ulterior cu N si supuse tratamentului termic la
110 °C, 30 min.

In Figura 5.6, este prezentati variatia unghiului de contact pe Si modificat cu
GOPTMS in stare de vapori, considerand Si nemodificat ca martor. Datele din grafic
reprezintd o mediere a 3 masuratori efectuate pe suprafete.
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Figura 5.6. Variatia unghiului de contact in timp pe Si martor si Si cristalin acoperit cu GOPTMS

Modificarea unghiului 6 de la 33,8 ° la 77,4 ° demonstreaza eficienta
silanizarii. Cresterea unghiului de contact se datoreazd ciclurilor epoxidice intacte si
gruparilor metil (Goddard si Erickson, 2009).
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Cap. 6. Analiza datelor microarray, SPR si electrice extrase din
hibridizarea secventelor specifice BRCA 1 si HPV

Acest capitol contine date experimentale obtinute prin hibridizarea secventelor
specifice BRCA1 si HPV prin detectia fluorescenta, SPR si electrica.

Tntrucat hibridizarea eficienti a ADN este dependenti de calitatea reactiei de
atasare a sondelor ADN, am investigat intr-o primd instantd utilizarea a doud solutii de
imobilizare avand pH si tirie ionica diferite. In acest scop, am utilizat suporturi comerciale
de sticld functionalizata pentru a elimina o posibild sursd de eroare provenita din procesul
de fabricare a suporturilor proprii. Odata stabiliti parametrii tehnologici optimi, detectia
polimorfismelor uninucleotidice specifice BRCAL a fost realizata pe platforme microarray
configurate cu nanofire de siliciu si functionalizate cu APTES-GAD sau SU-8. Eficienta de
discriminare a mismatch-urilor pe platformele configurate de mine a fost comparatd prin
analize statistice cu rezultatele obtinute pe suporturi comerciale de sticla ce prezintd
functionalizare cu grupari aldehidice.

Secvente specifice ADN-HPV au fost utilizate pe suporturi de Au care permit
investigatia SPR, metoda prin intermediul careia am testat eficacitatea de atasare a ADN pe
filmul metalic, evaluand totodata limita de detectie a sistemului. Aceste secvente au fost
utilizate si pentru caracterizari electrice pe SOI functionalizat APTES-GAD sau cu
GOPTMS, atasarea si hibridizarea ADN-HPV fiind validata prin tehnica microarray.

6.1. Teste de imobilizare, hibridizare si stabilitate Tn timp pe
suport comercial

In acest subcapitol, am investigat solutia de imobilizare ca sursi de variatie
experimentald, analizand stabilitatea in timp a probelor fixate dupa etapele de
blocare si spalare, un parametru nesistematizat pana in prezent. Avand in vedere
cresterea semnificatiei statistice prin utilizarea unui numar mare de replici tehnice
(Blainey, Krzywinski si Altman, 2014), am urmarit efectele nepotrivirilor de o baza
azotatd in termeni de specificitate prin utilizarea secventei canonice BRCAL (care
contine alela C) avand complementaritate perfecta cu molecula tinta, in timp ce
celelalte trei variante ale sondelor BRCALl au fost proiectate pentru a Tnlocui
oligonucleotida C cu o alta (C>A, C>G s1 C>T).

Testele au fost efectuate pe suporturi comerciale de sticla modificate chimic
cu grupari aldehidice, pentru a eficientiza procedurile de atasare a ADN si de
hibridizare, Tnainte de a fi aplicate pe substraturile nanoconfigurate si pe cele de tip
SOl.

6.2. Realizarea structurilor de tip microaray

Pentru acest studiu, am utilizat sonde oligonucleotidice si secvente-tintd ce
corespund fragmentelor genei BRCA1, acestea fiind prezentate in Tabelul 6.1.

Tabelul 6.1. Sonde si secvente tinti

BRCA1

Sonda cu complementaritate 5°-C6-NH,-CTAGGAATTGCGGGAGGAAAATGGG-3’
perfecta (PM)

Sonde cu o singura C>A | 5°-C6-NH,-CTAGGAATTGAGGGAGGAAAATGGG-3’

nepotrivire de bazi C>G | 5- C6-NH,-CTAGGAATTGGGGGAGGAAAATGGG3’
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azotatd (MM) ‘ C>T 5’- C6-NH,-CTAGGAATTGTGGGAGGAAAATGGG-3’

Secventda complementara (C) 5’-Cy3-CCCATTTTCCTCCCGCAATTCCTAG-3’

Proiectarea sondelor si a oligonucleotidelor tintd a fost realizatd pornind de la
secventa genei BRCAL (indexata in NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/672),
implicand modificarea la capatul 5 ' cu o grupare amino- si un spatiator constituit din 6
atomi de carbon (C6), cu trei tipuri de nepotrivire uninucleotidicad in acelasi locus.
Secventa tintd complementard prezinta la capdtul 5’ atasat fluoroforul Cy3, necesar pentru
detectia fluorescenta a fenomenului de hibridizare.

Au fost utilizate doua solutii de imobilizare pentru diluarea sondelor la concentratia
de 50 uM: (i) 10 mM tampon fosfat salin (PBS) cu pH 7,4 si (ii) 200 mM Na,HPOQOy,, cu pH
8,5. Etapa de hibridizare a fost realizatd cu 10 uM secvente complementare marcate
fluorescent.

6.3. Analiza morfologiei spot-urilor

Variatiile de intensitate a semnalului au fost analizate grafic, unde fiecare punct
corespunde unei replici corespunzatoare unui spot avand sonde PM hibridizate (Figura
6.1.).

5.0

4.5

4.0

Lg intensitatii semnalului

35

PBS Na,HPO,
Solutii de imobilizare
Figura 6.1. Analiza grafici a eficientei de hibridizare cu sondele pregitite in cele doua solutii de
imobilizare

Analiza grafica demonstreaza clar cd gradul de variabilitate depinde Tn mare masura
de natura solutiei de imobilizare. S-a observat raspandirea mai pronuntatd a rezultatelor
pentru hibridizarea platformelor cu sonde ADN diluate in PBS, corespunzand unei deviatii
standard (o) de 0,16, 1n timp ce tamponul Na,HPO, a evidentiat o dispersie a rezultatelor
de doua ori mai mica (o = 0,08). Este de remarcat faptul ca spot-urile aferente tamponului
Na;HPO, prezinta morfologii excelente si o intensitate mai mare a semnalului de
hibridizare. Aceastd Tmbunatatire reprezintd un efect al distributiei uniforme a sondelor
datorita concentratiei mai mari de sare si pH-ului bazic, care a contribuit la un semnal de
hibridizare reproductibil.

Avand in vedere aceste rezultate preliminare, studiile prezentate in continuare s-au
axat exclusiv pe utilizarea Na,HPOy ca solutie de imobilizare.

6.4. Stabilitatea n timp a sondelor imobilizate

Stabilitatea oligonucleotidelor atasate de suport a fost evaluatd hibridizdnd
platformele la 1 zi, 4 zile, 8 zile si 21 de zile de depozitare a chip-urilor la 4 ° C, dupa
efectuarea etapelor de blocare si spalare. Au fost luate in considerare numai sondele PM,
pentru care am generat histogramele din Figura 6.2.
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Figura 6.2. Evaluarea stabilititii in timp a sondelor PM atasate pe suport comercial de sticla

Histogramele prezinta distributii suprapuse, normale ale intensitdtilor semnalelor
fluorescente de hibridizare, cu o usoara deplasare spre stinga a datelor in cazul platformei
incubate 4 zile, pentru platforma incubatd 21 zile constatdndu-se in schimb o usoarad
dispersie spre dreapta a datelor. Deviatiile standard calculate pentru rezultatele
corespunzatoare celor 4 perioade de stocare sunt cuprinse intre 0,09 si 0,12, indicand
alaturi de histograme ca nu a fost alterata calitatea spot-urilor.

6.5. Analiza statistica a detectiei mismatch-urilor

Capacitatea de detectie a mismatch-urilor a fost investigata dupa o zi de incubare,
rezultatele analizei fiind reprezentate grafic in Figura 6.3.

+4

5.0

4.0

Lg intensitatii semnalului

3.5

PM C>A c>G c>T
Tip sonda

Figura 6.3. Evaluarea comparativi a intensitatilor semnalelor de hibridizare intre sonda PM si
neconcordantele reprezentate de sondele C>A, C>G si C>T, dupa 1 zi de incubare a platformei cu
sonde ADN depuse

Pentru completarea analizei grafice, am efectuat analiza ANOVA unifactoriala
impreuna cu testul post-hoc Tukey HSD (Tabelul 6.2.).

Tabel 6.2. Analiza ANOVA unifactoriald pentru intensitiitile semnalelor de hibridizare intre sonda PM
si neconcordantele reprezentate de sondele C>A, C>G si C>T, pe platforma incubata 1 zi

PMvs. C>A | PMvs. C>G ‘ PMvs. C>T ‘ C>Avs. C>G ‘ C>Avs. C>T ‘ C>Gvs. C>T
Valori p ajustate
0,1279 ns | <0,0001 *** | <0,0001 *** | <0,0001 *** | <0,0001 *** | 0,0964 ns

Rezultatele analizei statistice aratd o distinctie bund intre sondele hibridizate PM si
C>G, C>T. De asemenea, diferentele intre sondele hibridizate C>A vs. C>G si C>A vs.
C>T sunt semnificative din punct de vedere statistic. In schimb, intre secventele hibridizate
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PM vs. C>A nu apar diferente statistice, deoarece tipul de mismatch C>A nu afecteaza
formarea si stabilitatea duplexului (Wei si colab., 2012).

Tn Figura 6.4. este reprezentat grafic rezultatul analizei sondelor cu mismatch-uri
hibridizate dupa 21 de zile de incubare.
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Figura 6.4. Comparatia intensitiitilor semnalelor de hibridizare intre sonda PM si
neconcordantele reprezentate de sondele C>A, C>G si C>T, dupa 21 zile de incubare a platformelor cu
sonde ADN depuse

Rezultatele, coroborate cu analiza statistica ANOVA (Tabelul 6.3), indica diferente
semnificative intre PM si C>A, in sensul ca sondele C>A hibridizate dau semnal eronat
mai mare decat PM, in timp ce Intre toate celelalte tipuri de sonde hibridizate am obtinut
diferente statistice conforme.

Tabel 6.3. Statisticile ANOVA pentru intensititile semnalelor de hibridizare intre sonda PM si
neconcordantele reprezentate de sondele C>A, C>G si C>T, pe platforma incubata 21 zile

PMvs. C>A [ PM vs. C>G | PMvs. C>T [ C>Avs. C>G | C>Avs. C>T | C>G vs. C>T
Valori p ajustate
0,0012 ** [ <0,0001 *** [ <0,0001 *** | <0,0001 *** [ <0,0001 *** [ <0,0001 ***

Asadar, analizele statistice au confirmat ca reproductibilitatea analizei mismatch-
urilor nu se modifica dupa 21 de zile.

In concluzie, am demonstrat imbundtditirea detectiei semnalului de
hibridizare intre secventele tinta si sondele BRCAI diluate in 200 mM Na;HPOQy,
pH 8,5 tampon de imobilizare. Tn plus, morfologia spot-urilor si specificitatea de
detectie nu au fost alterate dupa 21 de zile de stocare a senzorilor avind sonde
depuse. Studiul a presupus utilizarea unui numar mare de replici tehnice pentru
cresterea discriminarii statistice a nucleotidelor in detectia SNPs.

6.6. Detectia specifica a substitutiilor uninucleotidice utilizand
platforme de nanofire de siliciu acoperite cu SU-8

Substraturile pe bazd de siliciu, adaptate geometriei configurabile prin
procesele aplicate in microelectronica, sunt de interes datoritd caracteristicilor
tehnologice controlabile, reproductibile si stabile (Oillic si colab., 2007; Coombs,
Khodjaniyazova si Bright, 2018). Nanofirele de siliciu (SINWSs) au reflectivitate
redusd si o banda larga de absorbtie a luminii (Gouda, Allam si Swillam, 2017;
Nichkalo si colab., 2017; Zhang si colab., 2017; Guo si colab., 2010), caracteristici
esentiale in aplicatiile microarray.
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In acest capitol am prezentat rezultatele obtinute pe un tip nou de biosenzor, avand
substrat nanoconfigurat, functionalizat cu APTES-GAD sau SU-8.

6.6.1. Flux tehnologic

Sondele oligonucleotidice si secventele tintd utilizate corespund genei BRCA1
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/672). Sondele specifice BRCAL au fost proiectate sa
contina o modificare cu 6 atomi de carbon (C6) si o grupare amino (NH>) la capatul 5 si
doua tipuri de polimorfisme uninucleotidice situate in acelasi locus (Tabelul 6.4.).

Tabel 6.4. Sonde si secvente-tinti

BRCA1
Sonde cu potrivire 5°-C6-NH,-CTAGGAATTGCGGGAGGAAAATGGG-3’
perfectda (PM)
Sonde cu
1 C>A 5’- C6-NH,-CTAGGAATTGAGGGAGGAAAATGGG-3”
mismatch
(MM) C>T 5’- C6-NH,-CTAGGAATTGTGGGAGGAAAATGGG-3’
Secventa-tintd cu
complementaritate 5’-Cy3-CCCATTTTCCTCCCGCAATTCCTAG-3’
perfecta (C)

Solutia de imobilizare constand din 200 mM Na,HPO, (fosfat de sodiu, dibazic),
pH 8,5 a fost utilizat pentru diluarea sondelor la concentratia de 50 uM. Depunerea
sondelor ADN a fost efectuatd la temperatura camerei cu Omni Grid Micro Contact
(Genomic Solutions) avand incintd cu umiditate controlata (80%). Un protocol optimizat
de hibridizare a implicat secvente complementare Cy3 diluate la 10 uM in solutie
preincalzitd la 60 °C, consistand din solutie 2x Denhardt, 10x SSC si 200 pg/mL ADN din
spermd de hering. Solutia de hibridizare a fost dispersata uniform pe suprafatd, prin
acoperirea cu o lamela de sticla, iar evaporarea ADN tintd a fost suprimata prin incubarea
suporturilor intr-o incinta umeda timp de 4 h, 1a 42 °C.

6.6.2. Analiza statistica a datelor experimentale

Seturile de date bazate pe 320 replici tehnice/tip sonda au fost generate de software-
ul GenePix® Pro 6 pentru extragerea intensitatilor medii ale semnalului fluorescent si a
intensitatilor locale de fundal, prelucrate si analizate ulterior in mediul RStudio 1.0.136
(RStudio: Integrated development environment for R (Versiunea 1.0.136)) pentru R 3.4.0
(https://www.R-project.org/). Graficele au fost generate utilizdnd datele cu valorile de
fundal excluse si normalizate prin transformarea logl0, pentru a face interpretarea datelor
mai facila si semnificativa (Draghici, 2003). Valorile situate la 2c (deviatie standard)
distantd de medie au fost tratate ca valori redundante (outliers) si eliminate din analiza
grafica si statistica a nconcordantelor (mismatch). Graficele au fost realizate cu pachetul
ggplot2 din R (Wickham, 2009).

In analiza comparativa a rezultatelor hibridizarilor cu sondele PM si cu MM, s-a
utilizat statistica dispersionala unifactoriald (one way ANOVA) cuplata cu testul post-hoc
Tukey (a = 0,05) disponibilda in RStudio. Valoarea *p <0,05 a fost considerata
semnificativd din punct de vedere statistic pentru aceste teste, unde pragurile de
semnificatie pentru statisticile F sunt notate ca *p <0,05, **p <0,01 s1 ***p <0,001.

Pentru a evalua calitatea suporturilor microarray fabricate, am comparat raportul
intre semnalul fluorescent si doud deviatii standard (SSDR) utilizand metoda de calcul
raportatd (He si Zhou, 2008). Valorile SSDR pentru GAD/SINWSs si SU-8/SINWs au fost
comparate cu cele obtinute pentru suportul comercial de sticla (REF).
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6.6.3. Mecanismul de imobilizare

In cazul functionalizarii cu APTES-GAD, monocatenele ADN patrund adanc in
matricea 3D si sunt imobilizate cvasi-vertical pe peretii SINWs, in timp ce puntile de SU-8
restrictioneaza patrunderea ADN in profunzime, pastrand moleculele 1n apropierea
suprafetei, devenind mai accesibile pentru procesul de hibridizare si favorizand o
sensibilitate crescuta de detectic. Figura 6.5. ilustreaza mecanismele de imobilizare pe
platformele 3D modificate cu APTES-GAD (GAD / SiNWs) si, respectiv, cu SU-8 (SU-8 /
SINWSs).

() Mecanismul de imobilizare a ADN monocatenar modificat cu grupari NH, pe SiNWs
functionalizate cu APTES-GAD
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(b) Mecanismul de imobilizare a ADN monocatenar modificat cu grupari NH, pe SiNWs acoperite cu
SU-8
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Figura 6.5. Reprezentarea schematici a mecanismelor de imobilizare a sondelor modificate cu
grupiri NH, — pe (a) GAD/SINWs si (b) SU-8/SINWSs (preluati din Banu si colab., 2018)

In primul caz, reactia de formare a bazelor Schiff intre grupirile aminice si
aldehidice permite legarea sondelor modificate la capatul 5° cu grupari NH, de SINWS
functionalizate, conducand la o tarie ridicata a legaturilor chimice si o imobilizare ordonata
— Figura 6.5. (a). Tn cazul acoperirii SINWs cu SU-8, este promovati reactia de substitutie
nufleofila Sn2 tip Il intre gruparile epoxi si amino (Nikolic si colab., 2010), asigurand
stabilitatea si taria legaturii chimice (Nimse si colab., 2014) — Figura 6.5. (b).

6.6.4. Investigarea specificitatii de detectie in timp

Stabilitatea si specificitatea sondelor sunt proprietdti esentiale pentru
platformele microarray de productie proprie care vizeaza implementarea
comerciala. Raportul semnal-zgomot (SNR) este utilizat in tehnica microarray pentru a
masura nivelul semnalului fluorescent asociat hibridizarii, excluzand zgomotul de fundal
(Hong si colab., 2013; Venet, Detours si Bersini, 2012). Rezultatele ilustrate in Figura 6.6.
aratd ca s-au obtinut rezultate similare pe suportul comercial de sticlda (REF) si pe

vvvvv

SU-8/SINWSs, unde valoarea SSDR scade doar cu 10 %.
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Figura 6.6. Misurarea semnalului de hibridizare raportat la doua deviatii standard pentru trei tipuri
de biosenzori, dupi 1 zi si 21 de zile de incubare a suporturilor cu sonde ADN imobilizate (preluata din
Banu si colab., 2018)

Pe de alta parte, nanofirele de siliciu acoperite cu APTES-GAD (GAD/SiNWSs) au
prezentat cele mai bune valori SSDR, 1,949 dupa 1 zi si 1,803 dupa 21 de zile de
depozitare, valorile fiind in concordanta cu rezultatele noastre obtinute pentru mai putine
replici (Banu si colab., 2015); valorile sunt probabil determinate si de dimaetrul spot-urilor
microarray.

Analiza stabilititii in timp a rezultatelor hibridizarii cu sondele avand
complementaritate perfecta (PM). Dupa etapele de blocare si spdlare a lamelor,
stabilitatea probelor PM a fost evaluata prin hibridizarea dispozitivelor dupa 1 zi si 21 de
zile de incubare la 4 °C. Reprezentarea grafica a intensitatilor semnalului normalizat a fost
corelatd cu intensitatile fluorescente medii de hibridizare (I), abaterile standard (o) si
coeficientii de variatie (CV), asa cum este prezentat in Figura 6.7.
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Figura 6.7. Evaluarea stabilititii in timp a sondelor PM atasate pe: (a) dispozitiv comercial de
sticla (REF); (b) SiNWs functionalizate cu glutaraldehidia (GAD/SiNWs); (¢) SiINWs acoperite cu SU-8

(SU-8/SiINWs), cuplate cu statistici descriptive pentru fiecare tip de substrat (preluata din Banu si
colab., 2018)

Histograma corespunzatoare suportului REF prezintd distributii suprapuse ale
intensitatilor semnalului dupa 1 si 21 de zile de depozitare. Pentru GAD/SiNWs, peak-urile
distributiilor nu sunt situate central, datele fiind semnificativ deplasate spre stanga dupa 21
de zile. Se observd tendinta unei distributii normale a datelor pentru SU-8/SiNWs, usor
deplasata la stanga dupa 1 zi de depozitare, dar imbunatatita substantial dupa 21 de zile.

......

6.6.5. Analiza statistici a specificititii de detectie a polimorfismelor
uninucleotidice pe platforme stocate in timp

Au fost analizate dispozitivele REF, GAD/SiNWs si SU-8/SINW avand hibridizate
sondele PM, C>A si C>T. Dupa extragerea, normalizarea si extragerea datelor, intensitatile
normalizate ale semnalelor de hibridizare au fost luate in considerare pentru sondele PM in
comparatie cu sondele MM (Figura 6.8.).

REF

4.0

4.0

35

Lg intensititii semnalului
Lg intensitatii semnalului

3.0 3.0

PM C>A c>T PM C>A c>T
Tip sonda Tip sonda
1zi 21 zile
(a1) (a2)
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PM vs. PM vs. C>T. C>A vs.
C>A C>T
1zi ns 0,0675 ***<(0,0001 ***<(0,0001

21 zile **0,001 **%<0,0001 ***<0,0001
Valori p ajustate
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C>T
1zi ***<0,0001 ***<0,0001  ***<0,0001
21 zile  ***<0,0001 ***<0,0001 ns 0,4754
Valori p ajustate
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PM vs. PMvs. C>T. C>Avs. C>T
C>A
1zi ***<(0,0001 ***<0,0001 ns 0,9844
21 zile  ***<0,0001 ***<0,0001 ***<(0,0001

Valori p ajustate

Figura 6.8. Comparatia intensitatilor semnalelor de hibridizare intre sonda PM si neconcordantele
reprezentate de sonda C>A si sonda C>T pe (a) suportul comercial de sticlid - REF; (b) SINWs
functionalizate cu glutaraldehidi (GAD/SiNWs); (¢) SiNWs acoperite cu SU-8 (SU-8/SiNWs) dupi 1 zi
si 21 de zile de incubare au fost corelate cu analiza ANOVA unifactoriala (preluata din Banu si colab.,
2018)

Analiza grafica a datelor de hibridizare pe suportul REF dupa 1 zi de depozitare
prezentata in Figura 5.9. (al) a aratat decelare statistica intre sondele PM si C>T (*** p
<0,0001), precum si intre sondele C>A si C>T (*** p <0,0001). Desi diferentele dintre PM
si C>A nu erau semnificative statistic (ns 0.0675), discrepanta a fost accentuatd dupa 21 de
zile, cand diferenta dintre PM si C>A a devenit semnificativa, semnalul de hibridizare mai
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ridicat al sondelor C>A facand analiza incorecta (textul rosu evidentiat in tabelul asociat
Figurii 5.9. (a2)). Acest comportament ar putea fi determinat de predilectia C>A de a
genera duplexuri ADN stabile A/G dupa hibridizare, avand intensitate a semnalului egala
sau mai mare decat duplexul ADN C/G (Li, Zon si Wilson, 1991; Allawi si Santalucia,
1998).

Aceleasi diferente intre sondele hibridizate C>A si PM au fost Tnélnite in cazul
platformei GAD/SINWSs, atat dupa 1 zi, cat si dupa 21 de zile de depozitare (Figura 5.9.
(b1) si (b2)). Daca initial diferentele dintre celelalte tipuri de sonde erau semnificative
statistic, dupa 21 de zile s-a observat ca intensitatea semnalului pentru C> T este
semnificativ mai mare decét pentru PM. De fapt, toate valorile "p" au devenit substandard
pe GAD/SiNWs dupad o perioada indelungata de stocare.

O specificitate foarte buna de detectie este obtinuta pe biochip-ul SU-8/SINWs,
care prezintd o distinctie bund intre sondele PM hibridizate si oligonucleotidele hibridizate
C>A, C>T (*** p <0,0001) dupa 1 zi de incubare, cu o usoara diferentd (ns 0.9844) intre
cele doua tipuri de nepotriviri (Figura 5.9. (c1)). Un comportament opus in timp a fost
observat pentru acest tip de platforma (Figura 5.9. (c2)). Imbunititirea calititii detectiei
nepotrivirilor nucleotidice pe substratul acoperit cu SU-8 a demonstrat o distinctie buna
intre sondele PM si MM, precum si diferente statistice intre intensitatile de hibridizare
fluorescente C>A si C>T (*** p <0,0001).

Suporturile nanostructurate acoperite uniform cu SU-8 au imbunatatit
reproductibilitatea procesului de hibridizare. Am demonstrat statistic capacitatea noului
suport microarray de detectie a nepotrivirilor uninucleotidice foarte stabile.

6.7. Experimente microarray si SPR pentru genotiparea secventelor
corespunzatoare tulpinilor HPV imobilizate pe suporturi de Au

Aurul este utilizat ca suport pentru realizarea biosenzorilor deoarece este un
material stabil, inert si usor de configurat, permitand atasarea facila a ADN modificat cu
grupari tiol prin formarea monostraturilor autoasamblate (Hékkinen, 2012).

Am abordat o modalitate proprie de evaluare si validare a eficientei imobilizarii si
hibridizarii ADN pe suport pe Au, utilizdnd tehnica microarray cu analiza statistica
dedicatd, urmata de analiza in timp real prin SPR a imobilizarii si a hibridizarii cu
concentratii diferite de proba reald, pentru determinarea limitei de detectie si a cantitatii
hibridizate de proba corespunzatoare fragmentelor reale ADN-HPV.

6.7.1. Procedura experimentala
6.7.1.1. Amplificarea si clonarea secventelor ADN corespunzitoare genotipurilor
HPV
(a) Seturi de primeri

ADN viral pentru 10 tipuri HPV a fost extras si furnizat de GeneticLab Bucuresti,
impreuna cu primerii HPV (Biomers.net). Au fost construite 10 seturi de primeri specifici
genotipurilor HPV pentru amplificarea PCR conform lui Nishiwaki si colab. (Nishiwaki si
colab., 2008) (Tabelul 6.5.).

Tabel 6.5. Secvente ale primerilor specifici ADN-HPV (adaptare dupa Nishiwaki si colab., 2008)

. Fragmente ] q
Genotip Primeri (5°->3’) Lu(n%l)me (%/E:) (-°rcn:1) gene Dallmerllisclgr? e
b amplificate b

ACCACCGAGGCCACCAACAACGAAAGT 27 55,6 75 E2 E4 123-128
R: 27 63 75,4 ' 135
CGTGGTCTACTGTCCACGGCGCAGTCT

58
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F:
18 AACAGTCCATTAGGGGAGCGGCTGGA 26 57,7 73,7 E1 187
R: 21 57,1 73,2
TGCCGCCATGTTCGCCATTTG
F:
TGTTGGACATCACACCTACCGTGGA 25 52 69,7
45 - P =5 69.8 L1, L2 205
TCCGTACCTGACCCAGAAGATGCAA
F:
a5 CCGACGGAGTGTCCCTGGACCATCTTA 27 59,3 74,1 E2 229
R: 28 53,6 74,1
CCAGCGTTTTTGGTTCCCCGTA
F:
ACGCAGACGAAAACGGGCCTCTGCT 25 60 75
“ R: 25 64 76 L =
GGCCTAGCAGGGGATGCGTCCACAA
F:
GCGGGCGGCTCCTACCTCTTCCTCTTC >7 66.7 75.9
R: 29 586 749 L 21
CCACCTAACCTGACACACACTGCCCAA : :
GG
F:
TGTTGTTTTTCCGCCATTTTGTACATGC
AAC 32 40,6 74,8
36 R: 32 43,8 71,1 ) 330
TGGCCTACATAGGTGATTCTGCAAGCC
AAAAC
F:
o GCGGTCCAAACGC'_II:CTACAAAACGCAC o 536 743 L -
o 27 51,9 75,3
GCAGGGGCACCAACATCAACAATTCCA
F:
CCATAACATCGGTGGACGGTGGACAGG 27 59,3 75
&8 R: 27 59,3 75,7 e B8
CCATTACATCCCGTCCCCTCCCCTTCA
F:
GGTGTTGGTGCTGGTGCTTTTGCTA 25 52 70,1
52 = e c5 70,8 E5, L2 517
CAGTTACAGGGGGACGAATGGTGGA

(b) Amplificarea tulpinilor HPV si purificarea produsilor PCR

Pentru fiecare tulpind HPV in parte, au fost amplificate secventele de interes din
ADN izolat din tesut cervico-vaginal infectat. Amestecul PCR a constat din 25 pL Master
Mix (Promega, SUA), cate 2 pL de primer forward/ reverse (concentratia de 10 pM/uL
pentru fiecare primer) si 2 uL ADN matrita intr-un volum final de 50 pL.

Pentru reactia PCR a fost setat urmatorul program: denaturarea initiala a ADN la 95
°C, 30 s urmata de 30 cicluri ce constau in denaturarea la 95 °C, 30 s, hibridizarea la 52 °C,
30 s si extensia la 72 °C, 7 min, fiind incheiate cu extensia finala la 72 °C, 7 minute.
Produsii PCR au fost analizati calitativ prin electroforeza in 1% gel de agaroza, ampliconii
fiind purificati cu Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, SUA), in
conformitate cu instructiunile producatorului si folositi ulterior pentru clonare in celule
competente de E. coli.

Secventele genetice corespunzdtoare au fost amplificate, purificate, transformate in
vectorul pCR 2.1 TOPO si ulterior clonate in celule competente de E. coli.
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(c) Ligarea fragmentelor PCR in vectorul de clonare pCR®2.1-TOPO

Produsii PCR purificati au fost ligati In vectorul de clonare pCR 2.1 TOPO™
(TOPO TA Cloning Kits, Invitrogen, SUA), plasmidele rezultate fiind transformate in
celule competente de E. coli. Amestecul de ligare a constat din 2,5 pL amplicon, 1 pL
solutie salind si 1 pL vector plasmidial. Reactia de ligare a avut loc 15 min la temperatura
camerei (25 °C).

Tehnologia ADN recombinant are aplicatii in pregatirea unui numar mare de
molecule ADN identice. Astfel, fragmentul ADN de interes este atasat prin legaturi
fosfodiesterice de o molecula ADN vector si replicatd Tn numar mare intr-o celuld gazda
(Lodish si colab., 2000).

Produsul PCR si vectorul prezinta capete coezive, iar legarea secventelor a avut loc
in prezenta ADN ligazei T4 (Promega, SUA).

(d) Pregatirea celulelor competente de E. coli si reactia de transformare

Produsii de ligare au fost amestecati cu cate 25 uL de celule competente si incubate
30 min pe gheati, aplicand ulterior socul termic la 42 °C, 1 minut. In fiecare tub Eppendorf
s-au adaugat cate 100 pL mediu S.O.C. Celulele au fost incubate 1 h la 37 °C, Insdmantate
pe pléci Petri cu mediu LB solid cu ampicilina (Luria Bertani - Amp) si incubate peste
noapte la 37 °C. Mediul LB solid a fost pregatit anterior cu 0,5% extract de drojdie, 0,5%
NaCl, 1% peptona si 2% agar. pH-ul a fost ajustat la 7 - 7,4 cu NaOH IM. Dupa
sterilizarea mediului LB cu agar, 50 pg/mL Amp au fost adaugati, solutia fiind turnata in
placi petri si lasata s se solidifice.

(e) Izolarea ADN plasmidial din coloniile de celule rezistente la ampicilina

Coloniile mai mari au fost selectate si inoculate pe placi Petri si in 5 mL mediu LB
lichid cu Amp (50pg/mL) intr-un tub Falcon steril de 50 mL. Culturile celulare au fost
incubate peste noapte la 37 °C si sub agitare la 100 rpm. A doua zi, au fost centrifugate la
4000 rpm, timp de 2 minute. Supernatantul a fost inlaturat, iar ADN plasmidial a fost izolat
conform protocolului PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen, SUA). Celulele
au fost lizate prin procedura alcalind/ SDS. Lizatul celular a fost transferat apoi pe o
membrand de silice care leagd selectiv  ADN plasmidial. Contaminantii au fost apoi
eliminati cu solutii de spalare. ADN plasmidial a fost eluat in solutie TE.

() Confirmarea existentei secventelor ADN clonate prin restrictie enzimatica

Plasmidele purificate au fost supuse restrictiei enzimatice cu EcoR I. Reactia de
restrictie a fost realizata intr-un volum final de 20 pL, cu 2 pL ADN plasmidial, 2 pL
tampon 10x, 0,5 pL enzima si 15,5 pL apa sterila. Amestecul a fost incubat timp de 2 h la
37 °C si apoi analizat prin electroforeza cu 1% gel de agaroza.

ADN plasmidial a fost apoi izolat si taiat cu enzima EcoRI, existenta produsilor de
interes fiind verificata prin electroforeza in gel de agaroza (Figura 6.10.).
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Figura 6.9. Electroforeza in gel de agarozi a secventelor ADN clonate in pCR 2.1 TOPO

6.7.1.2. Microarray si SPR
Probele utilizate in studiul microarray si SPR sunt prezentate in Tabelul 6.6.

Tabel 6.6. Secvente ADN

HPYV 18 — secvente corespunzatoare fragmentului genei E1
5’-SH-C3-TGCCGCCATGTTCGCCATTTG-3’
Sonde ADN
5’-SH-C6-TGCCGCCATGTTCGCCATTTG-3’
Secvente aleatoare 5’-SH-C6-AACCAGGATATCCGCTCACAATTCC-Cy3-3’
(Sonde control) 5’-SH-C6-AACCAGGATATCCGCTCACAATTCC-3’
5’-Cy5-CAAATGGCGAACATGGCGGCA-3’
5’- AACAGTCCATTAGGGGAGCGGCTGGAGGTGGATACAGAG
Secvente TTAAGTCCACGGTTACAAGAAATATCTTTAAATAGTGGGCAG
complementare AAAAAGGCAAAAAGGCGGCTGTTTACAATATCAGATAGGGC
TATGGCTGTTCTGAAGTGGAAGCAACACAGATTCAGGTAACTA
CAAATGGCGAACATGGCGGCA-3’

Secventele oligonucleotidice corespunzatoare fragmentului genei E1 a tulpinii HPV
18 au fost proiectate sd contina la capatul 5’ o modificare —SH cu un spatiator din 3 sau 6
atomi de carbon (C3/C6), pentru a evalua relatia dintre distantarea fatd de suprafatd si
randamentul reactiei de hibridizare. Eficienta reactiei de imobilizare a fost verificata prin
fluorescentd utilizand sonde control (farda complementaritate fatd de ADN tintd), care
contin la capatul 5' o grupare -SH cu 6 atomi de carbon si la capatul 3' un fluorofor Cy3.
Sondele control nemarcate fluorescent au fost utilizate in experimentele SPR. Secventele
complementare sintetice au fost utilizate Tn experimente microarray, in timp ce proba reald
ADN utilizata n experimente.

6.7.2. Validarea prin microarray a imobilizarii si hibridizarii secventelor HPV
pe suport de Au

Intensitatile semnalelor de hibridizare au fost extrase cu GenePix® Pro 7 si
analizate in RStudio 1.0.136 (RStudio: Integrated development environment for R
(Versiunea 1.0.136)) pentru R 3.4.0 (https://www.R-project.org/). Valorile afisate in
grafice au fost obtinute dupa extractia semnalului de background si normalizarea prin logio
(Draghici, 2003). Valorile situate la 2 ¢ (deviatie standard) distantd de medie au fost tratate
ca valori redundante si inlaturate din analiza grafica si statistica. Graficele au fost generate
cu pachetul ggplot2 (Wickham, 2009).

6.7.3. Investigarea eficientei de imobilizare a ADN prin formarea
monostraturilor autoasamblate mixte

Pentru a evalua efectul de co-imobilizare a ADN cu MCH, am utilizat 5 rapoarte de
concentratie, luand ca referinti ADN imobilizat fira MCH. In Figura 6.10. sunt prezentate
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grafic rezultatele obtinute dupa 2 h de imobilizare, fiind acompaniate de statistici
descriptive.

ai | E@%

Log,,(Intensitatea semnalului)
N

ADN ADN:2MCH ADN:4MCH ADN:BMCH ADN:B8MCH ADN:10MCH
Raportul ADN:MCH

Rapoarte ADN:MCH

ADN | 1:2 1:4 1:6 1:8 1:10
3,552 | 3,566 | 3,398 | 3,063 | 2,93 2,622
0,263 | 0,267 | 0,261 | 0,29 0,246 | 0,479
CV | 74% | 7,48% | 7,68% | 9,46% | 8,39% | 18,26%

a|=

Figura 6.10. Intensititile semnalelor de imobilizare dupa 2 h

Reactia de imobilizare pe suprafata aurului este rapida, cele mai bune rezultate fiind
obtinute pentru atasarea ADN si pentru co-imobilizarea secventelor cu cantitatea de MCH
dublatd. Se observa o scddere mica a intensitdtii semnalului de imobilizare dupa co-
incubare cu 1:4 Capn/Cumch. Prin cresterea suplimentara a concentratiei MCH, se obtine un
coeficient de variatie mai mare (CV) datoritd rdspandirii datelor, indicdnd scaderea

.....

definite de varfurile solide utilizate la depunere.

6.7.4. Optimizarea parametrilor de hibridizare
Pe baza studiilor anterioare de imobilizare, 10 uM sonde ADN marcate fluorescent
au fost atasate sau co-incubate cu 10 uyM MCH, cu rol de control al imobilizarii.
Intensitatile semnalelor de imobilizare au fost cuantificate in reprezentarea grafica
din Figura 6.11. si insotite de statistici descriptive.

5|

|

Log,,(Intensitatea semnalului)
W

ADN ADN:MCH 1:1

Raport ADN:MCH
I G cVv
ADN 4,322 | 0,199 | 4,60%

ADN:MCH 1:1 | 4,059 | 0,186 | 4,58%

Figura 6.11. Semnalul de imobilizare inaintea procesarii biochip-urilor
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Incubarea amestecului de ADN cu mecaptohexanol duce la un semnal fluorescent
de imobilizare mai scazut (4,059) datorita disclocarii oligonucleotidelor legate nespecific,
observand totodata o diferentd minord intre deviatiile standard (capn = 0,199 si GapN:McH =
0,186). Coeficientul de variatie (CV) releva o reproductibilitate buna pentru ambele situatii
(4,60% si 4,58%).

Taria legaturilor Au-S-ADN a fost verificata dupa spalarea chip-ului. S-a remarcat
o scadere a intensitatii semnalului datoritd inlaturdrii sondelor ADN neatasate specific
rezultatul fiind analizat grafic si statistic in Figura 6.12.

5 5

i

Log,,(Intensitatea semnalului)
Log,,(Intensitatea semnalului)

ADN (i) ADN (h) ADN:MCH (i) ADN:N;CH (h)
inainte i dupi procesarea biochip-urilor inainte si dupa procesarea biochip-urilor
I 6 Ccv I c cVv
ADN (i) 4322 | 0,03 | 2,38% ADN:MCH (i) 3,992 0,168 | 4,20%
ADN (h) 3,970 0,24 | 6,04% ADN:MCH (h) 2,985 | 0,347 | 11,6%

Figura 6.12. Modificarea intensitatilor semnalelor fluorescente de imobilizare in urma etapelor
aditionale de procesare a biochip-urilor

Intensitatile semnalelor de imobilizare corespunzatoare sondelor marcate cu
fluoroforul Cy3 si incubate cu sau farda MCH scad dupd prelucrarea suplimentard a
biochip-ului. CV-ul corelat cu analiza grafica arata raspandirea valorilor si pierderea
platformele de detectie acoperite cu aur.

Coordonarea verticald a atasdrii sondei pe suportul solid este un parametru cu rol
decisiv in facilitarea accesului oligonucleotidelor complementare la sonde Tn timpul
hibridizarii. Distantierul este situat intre sonde si suport, rolul sdu fiind acela de a expune
secventele nucleotidice care vor participa la evenimentul de hibridizare.

Analiza grafica si statistica a replicilor tehnice, prezentata in Figura 6.13.

5

L

Log,,(Intensitatea semnalului)
=3

C3H C6H

Influenta spatiatorului din carbon
I c Ccv
C3 3,726 0,266 7,13%
C6 4,005 0,141 3,59%

Figura 6.13. Influenta MCH asupra eficientezi hibridizarii
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Din analiza grafica se observa ca spatiatorul cu 6 atomi de carbon a avut un impact
pozitiv asupra hibridizarii, intensitatea semnalului fluorescent de hibridizare fiind mai
mare (mai multe molecule tintd au fost atasate la sondele ADN) si mai uniforma, relevata
de CV = 3,59%.

Sondele specifice HPV 18 cu distantier C6 legat cu/fara MCH au fost luate 1n

considerare in continuare pentru investigarea comparativa a eficientei hibridizarii (Figura
6.14.).

H

E— — 3

g ]

Log,,(Intensitatea semnalului)

Ccé C6MCH
Influenta spatiatorului din carbon

I c CVv
C6 4,005 0,141 3,59%
C6 MCH 3,618 0,325 8,98%

Figura 6.14. Influenta MCH asupra eficientei hibridizarii

Cele mai bune rezultate au fost obtinute hibridizand sondele legate fara MCH,
avand cea mai mare medie a intensitatii semnalului (4,005). Hibridizand secventele co-
imobilizate cu MCH s-a obtinut o intensitatea medie a semnalului mai scazuta (3,618 si
valori mai dispersate (CV = 8,98%) din cauza dislocuirii sondelor legate nespecific.

5.7.5. Evaluarea prin SPR a imobilizarii si hibridizarii secventelor ADN-HPV
Figura 6.15. prezinta analiza SPR a 1 uM sonde ADN modificate cu grupari tiol
corespunzatoare fragmentului HPV 18, imobilizate de suport de Au.
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Figura 6.15. Monitorizarea in timp real a imobilizarii ADN corespunzitor HPV 18

Timpul necesar imobilizarii a fost de 170 min, unde am inregistrat o modificare
maxima a unghiului de rezonanta de 700 m° (5,73 ng/mm? sonde atasate de Au). In prima
ord de imobilizare, reactia de atasare are loc foarte rapid, urmata de o crestere mai lenta.

Sensibilitatea de detectie a hibridizarii ilustrata in Figura 6.16. a implicat utilizarea
a 4 concentratii de fragmente reale ADN corespunzdtoare fragmentului HPV 18: 1 pM, 10
pM, 0.1 uM si 10 pM.
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Figura 6.16. Curbele de hibridizare pentru concentratii variate de fragmente reale ADN
corespunzatoare tulpinii HPV 18

Pentru cea mai diluata proba ADN (1 pM), s-a obtinut pe o perioada de 15000 s o
deplasare maximé a unghiului de rezonantd de 331 m°, corespunzitoare 2,71 ng/ mmZ.
Pentru cea de-a doua concentratie (10 pM), am obtinut in 15000 s o deplasare a unghiului
de 484 m° echivalenta cu 3,97 ng / mm? ADN tinta. Pentru a treia concentratie de ADN
(0,1 uM), maximul a fost atins in 13000 s, cu o deplasare a unghiului de 513 m°
corespunzitoare 4,2 ng/ mm® ADN hibdridizat, iar pentru ultima proba (1 uM), au fost
hibridizate 7 ng/ mm? ADN n 15000 s. Utilizand probe reale de ADN, am obtinut rezultate
bune de hibridizare, metoda SPR facand posibila detectia celor mai scazute concentratii.

Cercetarile viitoare vizeaza reducerea timpului de incubare a probelor HPV prin
aplicarea amestecarii continue si determinarea limitei de detectie a ADN hibridizat.

6.8. Caracterizari electrice pentru structuri test realizate pe substrat tip
SOl

In acest studiu s-a investigat utilizarea configuratiei electrice ¥-MOSFET pe
substraturi de tip SOI pentru validarea unui nou concept de genosenzor. n acest context, s-
a analizat impactul pe care il joacad functionalizarea cu APTES-GAD si cea cu GOPTMS
asupra detectiei electrice a ADN. Imobilizarea si hibridizarea secventelor ADN
corespunzatoare HPV au fost confirmate prin tehnica microarray si tinand cont de aceste
rezultate, s-a ales procedura adecvata masurarilor electrice I-V.

6.8.1. Procedura experimentala si de analiza grafica

Probele utilizate in detectia fluorescentd si caracterizdrile electrice sunt prezentate
in Tabelul 6.7.
Tabel 6.7. Secvente ADN

Sonde corespunzitoare
fragmentului genei L2 a 5’-NH,-C6-TGGGAGGCCTTGTTCCCAATGGA-3’
tulpinii HPV 16
Secvente control
(fara complementaritate)

5’-NH,-C6-CTAGGAATTGCGGGAGGAAAATGGG-Cy3-3’

Secvente-tintd (cu 5°-Cy5-TCCATTGGGAACAAGGCCTCCCA-3’
complementaritate fata de
secventa specifici genei L2) 5’-TCCATTGGGAACAAGGCCTCCCA-3’

Secventele oligonucleotidice corespunzatoare fragmentului genei L2 a tulpinii HPV
16 au fost proiectate sa contind 0 modificare -NH; cu un spatiator din 6 atomi de carbon
(C6) la capatul 5°. Eficienta reactiei de imobilizare a fost verificatd prin fluorescenta
utilizadnd sonde control (farda complementaritate fata de ADN tintd), care contin la capatul
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5' 0 grupare —C6-NH; si la capdtul 3' un fluorofor Cy3. Secventele-tintd nemarcate
fluorescent au fost utilizate pentru caracterizari electrice.

Datele microarray au fost extrase cu GenePix® Pro 7 si analizate in RStudio
1.0.136 (RStudio: Integrated development environment for R (Versiunea 1.0.136)) pentru
R 3.4.0 (https://www.R-project.org/), graficele fiind generate cu pachetul ggplot2
(Wickham, 2009).

Parametrii electrici extrasi au fost trasati folosind software-ul Origin Pro 8.5.

6.8.2. Caracterizari electrice pe suporturi de tip SOI functionalizate cu APTES-GAD
Atasarea sondelor ADN pe substraturile de SOl cu APTES-GAD a fost confirmata
prin spctroscopia de florescenta a secventelor control (Figura 6.17.).

Figura 6.17. Fluorescenta secventelor control atasate de suportul modificat chimic

Insulele de Si au fost caracterizate electric prin masurari Ip-Vg in configuratia ‘P-
MOSFET. O deplasare a curbei catre tensiunile pozitive de poartd este de asteptat atunci
cand se adauga sarcini negative pe suprafata tranzistorului, deoarece pentru a contrabalansa
incarcarea negativa este necesar un potential mai mare al portii. Acest lucru este valabil si
invers.

Figura 6.18. prezinta caracteristicile Ip-Vg unde fiecare curba corespunde unei
etape de modificare chimica.
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Figura 6.18. Caracteristici Ip-Vg dupa fiecare etapa de modificare chimica cu (a) variatie cresciatoare
de la -15 la +15 V (forward) si (b) variatie descrescitoare de la +15 la -15 V (reverse)
(Tsi =70nm, Tgox = 145nm)

Curbele Ip-Vg sunt deplasate spre stanga dupa etapa de functionalizare cu APTES
(linia rosie), deoarece APTES-ul confera sarcini +. O deplasare mai accentuata spre stanga
este observata in urma functionalizarii cu GAD (linia verde). Modificarea chimicd cu
sonde ADN monocatenar (ssDNA) si hibridizarea (dsSDNA) induc deplasari ale curbelor
conforme cu incarcarea globala negativa a oligonucleotidelor.

6.8.3. Caracterizari electrice pe suporturi SOI functionalizate cu GOPTMS hidrolizat
Atasarea ADN a fost verificata prin semnalul fluorescent al secventelor control
(Figura 6.19).
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Figura 6.19. Imobilizarea secventelor control de Si cu GOPTMS hidrolizat

Primele teste efectuate indica o eficientd mai scazuta a reactiei de imobilizare, fiind
necesara optimizarea parametrilor de lucru pentru obtinerea unor semnale fluorescente clar
delimitate de semnalul de fundal. In schimb, rezultatele obtinute pe substraturile SOI
modificate cu GOPTMS hidrolizat sunt promitatoare.

Curbele Ip-Vg corespunzatoare etapei de curatare a chip-urilor in solutie Piranha,
etapei de functionalizare cu GOPTMS hidrolizat, imobilizarii cu sonde ADN si hibridizarii
sunt prezentate in Figura 6.20., ludnd ca referinta caracteristicile initiale ale doua biochip-
url.
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Figura 6.20. Caracteristici 15-Vg dupi (a) etapa de curitare cu solutie Piranha, functionalizarea cu
GOPTMS hidrolizat si (b) dupi etapele de functionalizare, atasare sonde ADN si hibridizare in
variatie forward (Ts; = 70nm, Tgox = 145nm)

Se constatd o diferentiere mai bund intre caracteristicile I-V dupa fiecare etapa
experimentala, insd, ca si In cazul functionalizérii cu APTES-GAD, se observa o deplasare
a curbelor corespunzatoare ssDNA si dsDNA catre tensiuni negative ale portii.

6.8.4. Caracterizari electrice pe platforme SOI functionalizate cu GOPTMS din
stare de vapori

Au fost realizate testele de stabilitate a sondelor atasate prin verificarea semnalului
fluorescent astfel ca pierderea in intensitate a semnalului calculatd a fost de 18,65%,
inregistrandu-se totodatd o scadere a deviatiei standard dupa a doua spilare, datorata
eliminarii sondelor atasate nespecific. Diferenta mica intre semnalele de imobilizare este
un indicator al atasarii covalente a ADN de substraturile modificate cu GOPTMS.

Experimentele de hibridizare cu concentratii finale de 10 uM, 1 uM, 0,5 uM si 0,1
uM ADN tinta specific HPV 16 sunt prezentate in Figura 6.21.
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(c) 0,5 pM (d) 0,1 pM

Figura 6.21. Semnalul fluorescent de hibridizare cu secvente de concentratie

Analiza fluorescentd prezentata In Figura 6.21 indica cel mai bun semnal
corespunzitor concentratiei de 1 puM, urmati de concentratia de 0,5 pM. In cazul
hibridizarii cu concentratie de 10 uM, este posibil ca semnalul obtinut sa fie mai slab din
cauza impedimentelor sterice. Analiza fluorescenta este completata de graficul prezentat in

Figura 6.22, insotit de elemente de statistica descriptiva.
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Figura 6.22. Analiza grafici a semnalelor fluorescente de hibridizare pentru patru concentratii ADN

tinta

Observatiile din analiza imaginilor fluorescente sunt confirmate de analiza grafica,
concentratia de 1 pM prezentand o medie a intensitatii semnalului de 4,429 si totodata o
dispersie scazuta a datelor (o = 0,217). Considerand rezultatele slabe de hibridizare cauzate
de impedimentele sterice, concentratia de 10 uM am exclus-o din caracterizarile electrice.

Prin tehnica microarray, am realizat un protocol imbunatatit de imobilizare §i
hibridizare pe suporturi functionalizate cu GOPTMS in vapori, ce poate fi aplicat si pentru

detectia electrica.

Parametrii Ip-Vg extrasi dupa fiecare etapa experimentala sunt prezentati in Figura

6.23.
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Figura 6.23. Caracteristici Ip-Vg dupa fiecare etapa experimentald, in variatie forward si reverse

Rezultatele

experimentale
functionalizare, in sensul cad obtinem aceleasi tendinte de deplasare ale curbelor. Totusi, in
cazul GOPTMS 1in vapori, decalajele obtinute sunt mult mai pronuntate, ceea ce poate fi
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pentru

coroborat cu rezultatele microarray unde spot-urile se discern clar.

In Figura 6.24. sunt prezentate rezultatele 1p-Vg obtinute pentru fiecare

concentratie ADN tinta utilizata la hibridizare.
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Figura 6.24. Caracteristici Ip-Vg pentru trei concentratii de ADN tinta, in variatie (a) forward si (b)
reverse (Ts; = 86nm, Tgox = 145nm)

In cazul hibridizarii, constatim ci pe misura ce crestem concentratia de ADN tinti,
existd aceeasi tendintd a curbelor de a se deplasa catre tensiunea negativd de poarta.
Presupunem cd in cursul etapelor de atasare am indus sarcini pozitive pe suprafatd, care au
o densitate mai mare decat sarcinile negative. Sarcinile pozitive au provenit din solutiile de
imobilizare si hibridizare folosite, care au fost bogate in Na® ce au ecranat incircarea
globalad negativd a moleculelor ADN. Este posibil ca dupa etapele de spalare, parte din
ionii de Na" si fi rimas in continuare atasati electrostatic la nivelul moleculelor de oxigen

din scheletul pentozo-fosfat.
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Cap. 7. CONCLUZII

Activitatea de cercetare s-a concentrat pe fabricarea si testarea unor noi
suporturi_microarray, cu aplicabilitate in detectia fluorescenta a polimorfismelor
specifice genelor BRCA si Tn genotiparea HPV. Am dezvoltat pe suporturi de siliciu
nanostructurat, filme de aur pe sticla si plachete de tip SOI, protocoale de lucru
dedicate si metode alternative de detectie prin rezonanta plasmonilor de suprafata
(SPR) si caracterizari electrice (Y-MOSFET) confirmate prin tehnica microarray.

Pentru nanostructurarea firelor de siliciu, s-au utilizat protocoale de corodare
chimica a plachetelor cu rezistivitati si orientdri cristaline variate, Tn unul sau doi pasi, cu
nanoparticule de aur sau de argint, cu diferite concentratii de AgNO3 si HF. Cele mai bune
rezultate au fost obtinute pentru concentratia de 0,06 M AgNOs si 4,5 M HF, pe plachete
de Si cu rezistivitatea de 1-3 Q cm si orientarea cristalografica <100>. Atasarea covalenta
a sondelor ADN modificate chimic cu grupari NH; a fost posibild dupd optimizarea
parametrilor de functionalizare a suporturilor. Eficienta metodei uzuale de functionalizare
in doi pasi (cu APTES si glutaraldehida) a fost confirmata prin analiza FTIR a silanizdrii
cu APTES in stare de vapori sau hidrolizat si a modificarii chimice cu GAD.

Filmele de aur cu grosimea de 50 nm utilizate in experimente microarray si
ca arie sengitivd in SPR au fost depuse pe sticla BK7 prin pulverizare catodica
folosind ca strat de aderentd 3 nm Cr. Datorita afinitatii gruparilor tiol (provenite de la
sondele  ADN modificate chimic) pentru suprafata de Au, nu a fost necesard
functionalizarea suprafetei, atasarea ADN realizandu-se direct prin formarea de
monostraturi autoasamblate.

Ariile senzitive de 5 mm? destinate caracterizarilor electrice au fost definite
pe plachetele de tip SOI prin litografie si corodare chimica. Pentru functionalizarea
substraturilor nanoconfigurate si de tip SOI, am utilizat protocolul de functionalizare cu
2,5% APTES hidrolizat, 2h, urmat de tratament termic de 30 min la 110 °C si
glutaraldehida cu concentratia de 5% si 4 h de incubare, pentru cresterea numarului de
grupari aldehidice expuse pe suprafatd. Fuctionalizarea nanofirelor de siliciu a crescut
unghiul de contact de la 20,46° (Si brut) la 80,64°.

Am_implementat noi protocoale de functionalizare intr-un singur pas cu filme
subtiri de SU-8 si GOTPMS, similare cu cea pe baza de APTES. Acoperirea uniforma cu
SU-8 a fost demonstratd morfologic de caracterizarea SEM, in timp ce analiza EDX a
confirmat prezenta elementelor specifice acestui polimer. Unghiul de contact masurat pe
nanofirele modificate cu SU-8 a indicat hidrofobicitatea suprafetei (102,6°). Intrucét
principiul de silanizare este acelasi cu cel de la APTES, acelasi protocoale de lucru au fost
aplicate si pentru functionalizarea cu GOPTMS din vapori. Unghiul de contact a crescut
n acest caz la valoarea de 77,4° fata de Si martor, datorita gruparilor epoxidice si metil.

Pe langa eficienta functionalizarii, calitatea reactiei de atasare a sondelor depinde si
de utilizarea unei solutii de imobilizare cu pH si tarie ionica adecvate. Utilizdnd solutia de
NapHPO4_cu concentratie 200 mM si pH 8,5 pe suporturi comerciale de sticla, am obtinut
spot-uri uniforme cu intensitate mare a semnalului de hibridizare. Am demonstrat
stabilitatea specificitatii de detectie dupa 21 de zile de stocare. Pe baza acestor
rezultate preliminare, am utilizat exclusiv Na,HPOj, ca solutie de imobilizare in studiile ce
au implicat suporturile nanostructurate si de tip SOL

Optimizand anterior parametrii de functionalizare, imobilizare si hibridizare, am
studiat pe siliciu_nanostructurat modificat cu APTES-GAD sau SU-8 capacitatea de
detectie a polimorfismelor uninucleotidice stabile, specifice BRCAI. Distribuirea uniforma
a sondelor pe suport a crescut eficienta hibridizarii si specificitatea de detectare a
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neconcordantelor uninucleotidice. Analizele statistice efectuate pe 320 replici tehnice/ tip
de sondd au indicat ca acoperirea uniforma cu SU-8 a substratului de SiNWs
imbunatateste semnificativ reproductibilitatea procesului de hibridizare fata de
suporturile comerciale si nanofirele de Si modificate cu grupari aldehidice. Tn mod unic,
abordarea statistica cuprinzatoare a evidentiat ca sondele legate pe platformele SU-
8/SiNW se stabilizeaza in timp, prin coeficientul de variatie de 2,8% calculat dupa 21 de
zile. Capacitatea noului suport microarray de a permite detectia nepotrivirilor
uninucleotidice foarte stabile a fost remarcabild, cu niveluri de semnificatie intre
diferitele tipuri de sonde ADN hibridizate de *** p <0,0001, chiar si dupa o perioada lunga
de depozitare. Astfel, am demonstrat cd utilizarea unei arhitecturi 3D pe baza de Si si a
unui proces de modificare simplificatd a suprafetei cu grupari epoxidice corespund unei
solutii fiabile si necostisitoare de discriminare Tintre cele mai stabile SNP-uri
corespunzatoare BRCAL.

Clonarea secventelor ADN a fost confirmata prin electroforeza in gel de agaroza.
Eficienta imobilizarii si_hibridizarii ADN pe suport pe Au a fost validata prin tehnica
microarray Cu analiza statistica dedicatd, urmatd de analiza in timp real prin SPR a
imobilizarii si a hibridizarii cu concentratii diferite de proba reala, pentru determinarea
limitei de detectie si a cantitatii hibridizate de proba corespunzitoare fragmentelor reale
ADN-HPV. Cele mai bune intensitdti ale semnalului au fost obtinute prin atasarea sau
coatasarea cu mercaptohexanol in raport de 1:1 Capn/Cych s1 1:2 Capn/Cuch. Cel mai
bun semnal mediu de hibridizare (4,005) a fost oferit de sondele cu spatiator de 6 atomi
de carbon atasate fira mercaptohexanol. O intensitate mai scazutda a hibridizarii — 3,618
— a fost obtinutd prin coatasarea ADN cu mercaptohexanol, datoritd dislocuirii sondelor
atasate nespecific. Studiile SPR au demonstrat atasarea rapida si specificd prin
amestecare continud a solutiei, fiind imobilizate 4,71 ng/mm?® sonde ADN. Am detectat
prin SPR concentratii de 1 pM proba ADN reald, corespunzditoare fragmentului de genda
E1l a tulpinii HPV 18.

Un nou concept de biosenzor a fost validat prin utilizarea configuratiei electrice -
MOSFET pe substraturi de tip SOI functionalizate cu APTES-GAD si cu GOPTMS.
Imobilizarea si hibridizarea secventelor ADN corespunzatoare fragmentului genei L2 a
tulpinii HPV 16 au fost confirmate prin tehnica microarray, cele mai bune rezultate fiind
obtinute pe suporturile functionalizate cu GOPTMS in vapori. Caracterizarile electrice au
relevat tendinta de deplasare a curbelor catre potentialul negativ de poarta, probabil
datorita sarcinilor pozitive provenite din solutiile de imobilizare si hibridizare care au
continut Na" atasat de moleculele de oxigen din scheletul pentozo-fosfat.

7.1. Contributii originale

- optimizarea protocolului de nanostructurare a substratului de Si prin metoda 1-MACE;

- functionalizarile cu APTES/GAD, SU-8 si GOPTMS pe substraturi de Si, SINWs si SOI;

- interpretarea datelor FTIR achizitionate pentru APTES/GAD pe martor de Si;

- efectuarea masuratorilor de unghi de contact si interpretarea rezultatelor;

- elaborarea metodelor de imobilizare si hibridizare pe suporturi de sticla, Si, SINWs, SOI

si pe filme de Au;

- detectia fluorescentd, extragerea datelor, analiza si interpretarea lor;

- Software-uri utilizate: Origin Pro, Rstudio, GIMP, OPUS 7.5 Pachet office, ChemSketch.
Toate reprezentdrile grafice, schemele si imaginile utilizate sunt originale, cu

exceptia celor prelucrate din literatura sau articolele personale si marcate in consecinta.
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7.2. Activitatea de cercetare

« Participarea la realizarea unor proiecte de cercetare

1. “Metode noi de monitorizare a sarcinii si diagnostic prenatal” — CCCDI-
UEFISCDI, proiect PN-111-P1-1.2-PCCDI-2017-0820, in cadrul PNCDI Il - director
Monica Simion (2018-2021).

2. “Senzor ADN pe substrat tip SOI- BIS-SOI/ DNA Biosensing with Silicon-on-
Insulator Substrates-BIS-SO!I” - proiect PN-111 P3-3.1-PM-EN-FR-2016 - director Monica
Simion (2016-2018).

3. “Nanomateriale si nanotehnologii avansate pentru aplicatii in biodetectie
opto-electronica” — proiect nucleu TEHNOIlogii generice esentiale pentru prioritati ale
SPECializarii inteligente (TEHNOSPEC) — director Monica Simion (2016-2017).

* Proiecte in cadrul cirora am desfisurat activitatea de cercetare

1. “Senzor ADN pe substrat tip SOI- BIS-SOI/ DNA Biosensing with Silicon-on-
Insulator Substrates-BIS-SOI” - proiect PN-111 P3-3.1-PM-EN-FR-2016 - director Monica
Simion (2016-2018);

- Autor faza proiect 2017;

- Etape experimentale: functionalizarea SOI prin metode ce nu inhiba raspunsul
electric, imobilizarea si hibridizarea selectiva a ariilor active prin realizarea unei matrici
din PDMS.

2. “Multiplexed platform for HPV genotyping — MultiplexGen” — proiect PNII-
PCCA coordonator IMT, director Mihaela Kusko (2014-2017);

- Coautor faze proiect 2014-2017;

- Etape experimentale: controlarea parametrilor de imobilizare (tip de buffer,
timp de incubare, concentratie), hibridizare, analiza statistica a datelor;

- Amplificarea tulpinilor HPV si clonarea acestora in celule competente de E.
coli; taierea fragmentelor clonate cu enzime de restrictie si evaluarea fragmentelor prin
electroforeza in gel de agaroza.

3. “Nanomateriale si nanotehnologii avansate pentru aplicatii in biodetectie
opto-electronica” — proiect nucleu TEHNOIlogii generice esentiale pentru prioritdfi ale
SPECializarii inteligente (TEHNOSPEC) — director Monica Simion (2016-2017);

- Pregétirea suprafetelor nanostructurate de Si (SINWSs) prin corodare chimica;

- Pregatirea structurilor-test si functionalizarea selectiva.

4. “Identification of new modulators of calcium-regulated processes using
genomic and chemogenomic screens in yeast — CalChemGen” — proiect PNII- PCCA —
coordonator Univesitatea Bucuresti, resp. IMT Monica Simion (2014-2017);

- Pregétire medii de culturd;

- Crestere culturi Saccharomyces cerevisiae pe medii cu Ag, Cu.

5. “Array structures for prevention, individualized diagnosis and treatment in
cancers with high risk of incidence and mortality - HRCArrays” — proiect PNII- PCCA,
coordonator Institutul de Oncologie Bucuresti, resp. IMT Adina Bragaru/Monica Simion
(2012-2016).

- Pregétirea substraturilor nanostructurate de Si (SiNWs) prin corodare chimica;

- Analiza performantei de detectie a SNP-urilor in cadrul genei BRCAL pe
biochip-ul nanostructurat.
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*Activitate didactica
Curs si laborator dedicat studentilor din cadrul Programului de Master de

“Electronicd si Informatica Medicala” (EIM) al Facultatii de Electronica, Telecomunicatii
si Tehnologia Informatiei a Universitatii Politehnica din Bucuresti.

7.3. Perspective de dezvoltare ulterioara

In experimentele ulterioare, vor fi utilizate probe ADN reale, ca ultim pas in
demonstrarea obtinerii unui instrument precis de diagnosticare pe supoturi de siliciu
nanostructurat acoperite cu SU-8. Pentru detectia SPR, vor fi utilizate pe viitor fragmente
ADN apartindnd mai multor tulpini HPV si va fi investigatd sensibilitatea si specificitatea
de detectie. Pe viitor va fi determinatd limita de detectie si specificitatea metodei ‘P-
MOSFET.
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